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Varios métodos in vitro têm sido empregados para a investigação de atividades 
bioiogicas de plantas usadas na medicina popular para o tratamento de doenças humanas Os 
eventos associados a resposta imunologica são complexos e envolvem a ativação de varios 
elementos celulares, particularmente os linfocitos, e sua subsequente proliferação
O desenvolvimento de tecmcas de cultivo de lintocitos tem aplicação pratica que se 
verifica em laboratorios de imunologia clinica, com o objetivo de diagnosticar indivíduos 
portadores de distúrbios relacionados a defesa imunologica mediada por células
Este trabalho investigou os efeitos imunomodulatorios de extratos preparados das 
plantas popularmente conhecidas com equinacea, ginseng brasileiro, escada-de-macaco, pequi 
e pequizeiro, canela-de-veado, camomila, agoniada, cipo-suma e pau-pra-tudo, alem dos 
alcalóides vimblastina, vindolina e penvina, sobre a transformação blastica e a proliferação de 
linfocitos humanos m vitro, induzida ou não pelo mitogeno fitohemaglutimna Para tanto, 
utilizou-se a citometna de fluxo como metodologia principal
Os resultados apresentados demonstraram ser a citometria de fluxo um metodo 
experimental capaz para se investigar a ação de substâncias puras ou complexas como 
extratos, por exemplo, sobre a transformação blastica de linfocitos humanos obtidos de sangue 
perifenco, assim como para estudos de proliferação dessa população
Como esperado, a vimblastina inibiu a proliferação de linfocitos induzida por 
fitohemaglutinina, assim como a perivina Entretanto, para a vindohna não se observou 
nenhum efeito
Extratos preparados de plantas medicinais agem de forma variada sobre a 
transformação e proliferação de linfocitos humanos Os extratos de equinacea, camomila, de 
ginseng brasileiro e de escada-de-macaco demonstraram ser estimulantes da proliferação de 
hnfocitos, atividade esta ja relatada para a camomila, mas pela primeira vez descrita para a 
especie de ginseng estudada e a escada-de-macaco Em contraste, os extratos de canela-de- 
veado, de pequi e pequizeiro não demonstraram efeito, enquanto os extratos de agoniada e 
cipo-suma inibiram a proliferação de linfocitos humanos, provavelmente pela sua toxicidade 
Ja o extrato de pau-pra-tudo inibiu significativamente a proliferação de linfocitos humanos por 
atuar, provavelmente, sobre os mecanismos de ativação celular




Several in vitro methods have been used jor the investigation oj the biological 
activities of herbal plants used in the folk medicine for the treatment of human diseases The 
events associated with the immune responses are complex, and involve the activation of 
various cellular element's particularly the lymphocytes, followed by their proliferation
The development of lymphocyte culture techniques has useful applications specially in 
the clinical immunology laboratory with the aim o f diagnosing individuals suffering from 
disturbances related to the cellular-mediated immune defenses
In this study, we have investigated tne effects o f extracts prepared from the plants 
popularly known as equinacea, Brazilian ginseng, escada-de-macaco, pequizeiro and its fruit 
pequi, canela-de-veado, camomila, agoniada, cipo-suma, and pau-pra-tudo, apart from the 
indole alkaloids vinblastine, vindoline, and perivme upon the blastic transformation and the 
proliferation o f human normal lymphocytes in vitro, in the presence or not o f 
phytohemagglutinin, an efficient mitogen for human T cells To accomplish this the flow 
cytometry was the main methodology
The data herein presented showed that the flow cytometry is reliable as an 
experimental procedure for the evaluation o f the effects o f pure compounds or complex 
mixtures as plant extracts, for instances, upon the blastic transformation of human 
lymphocytes from peripheral blood as well as for proliferation studies o f such population
As expected, vinblastine inhibited the phytohemagglutimn-induced proliferation of 
lymhocytes as did perivme, ’t hile vindoline was inert
Extracts prepared fiom the above plants have different effects upon the activation and 
proliferation o f human lymphocytes The echinacea, the chamomile, Brazilian ginseng, and 
escada-de-macaco extracts were stimulants for the proliferation of lymphocytes, activity 
already reported for chamomile, but for the first time described for the others In contrast, 
canela-de-veado, pequi and pequizeiro extracts were not active, while the agoniada and cipo- 
suma extracts were inhibitors o f this activity, probably because o f their cytoxicity Pau-pra- 
tudo extract showed a significant proliferation inhibitory effect, probably by acting upon the 
activation mechanisms
Key words flow cytometry, plant extracts, immunomodulation, human lymphocytes, 
phytohemagglutinin b ’astic transformation
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INTRODUÇÃO
Todos os seres vivos estão sujeitos a ações nocivas de substâncias de natureza 
diversificada que podem comprometer seu estado de saude Quando o agente agressor 
supera as lmhas de defesa ou barreiras naturais exemplificadas pela pele, mucosa dos tratos 
gastrintestinal, respiratono e gemtunnano, conjuntiva ocular, dentre outras, invadindo o 
hospedeiro, nele mstala-se e, quando possível, multiplica-se causando quadros infecciosos 
e/ou mflamatonos O agente agressor pode ser de natureza física, química ou biologica, 
destacando-se, nesta ultima categoria, microorganismos como bactenas, fungos, 
protozoários, vírus e outros parasitas multicelulares
Numa infecção localizada, na maioria dos casos, a invasão e limitada por fatores 
inerentes ao microorganismo e a agressão ocorre nas células não so do tecido lesado, como 
tambem naquelas pertencentes aos tecidos adjacentes ao foco de mvasão Quando 
generalizada, os microorganismos alcançam diversos tecidos, distantes do foco pnmano de 
instalação Ha, tambem, microorganismos que liberam toxinas que exercem efeitos nocivos 
quando carreadas, pelo sangue ou linfa, para outros tecidos ou orgãos alem do infectado 
(Margm, 1990)
Diante de uma lesão celular, independentemente do agente agressor, uma sene de 
modificações no tecido conjuntivo vasculanzado ocorre, com acumulo de líquidos e 
recrutamento de elementos celulares com funções especificas, particularmente granulocitos 
neutrofilos ou polimorfonucleares (PMN), e macrofagos, ambos fagocitos por excelência, 
que objetivam a eliminação rapida do agente agressor e a reparação do tecido lesado, 
caracterizando a resposta inflamatória aguda Simultaneamente, varias substâncias 
químicas são produzidas e liberadas pelo tecido lesado e por esses elementos celulares, 
amplificando a resposta inflamatória Os fagocitos são, portanto, os elementos chaves desta 
resposta celular mata e ínespecifíca, pois promovem o ataque direto ao agente causador 
(Cotran et a l , 1994)
Sob certas circunstâncias, quando o processo reacional agudo não c l̂ara
eliminar o agente causal e/ou reparar os danos locais, a reação inflamatória pode 
prolongar-se por dias ou mesmo pior semanas ou meses, mstalando-se então, um processo
reacional crônico com a infiltração de linfocitos, plasmocitos, eosinofilos e mastocitos, 
alem dos macrofagos e PMN ja presentes (Cotran et al 1994)
O sistema imunitário
Apos a instalação de um agente patogênico, o organismo reage para a eliminação 
do mesmo numa ação integrada entre os fagocitos, protagonistas da reação inflamatória, e 
as células do sistema imunitário ou imunologico
O local da infecção e o tipo de patógeno são fatores determinantes do tipo de 
resposta imunologica que sera desencadeada A resposta imunologica adaptativa 
desenvolve-se apos o contato entre as células do sistema e um patogeno como, por 
exemplo, vírus, bactenas ou protozoários, o que lhe confere carater de especificidade 
(Roitt et a l , 2003) Estas células são capazes de identificar e reagir somente com as 
moléculas que são estranhas ao organismo
Um outro fator que colabora para a ativação do sistema imunitário adaptativo e o 
fato da agressão pelo agente ser reincidente, pois uma característica especifica deste 
sistema e a produção de uma memona imunologica a partir da pnmeira infecção (Parham, 
2001)
Células do sistema imunitário adaptativo
Devido às suas importantes características de memona, especificidade e 
reconhecimento do não propno, o sistema ímumtano adaptativo e mais rapido e eficaz na 
defesa do organismo Os tipos celulares que medeiam esta reação são os linfocitos, em 
particular os B e T, e as células apresentadoras de antígenos (APC), representadas por uma 
coleção de monocitos, macrofagos e células dendnticas (Roitt et a l , 2003)
Linfócitos
Os linfocitos são as pnncipais células responsáveis pela resposta imunologica 
adaptativa No ser humano, as células da linhagem linfoide ongmam-se a partir das 
mesmas celulas-tranco hematopoieticas residentes na medula ossea que dão ongem aos 
monocitos, granulocitos, entrocitos e plaquetas presentes, subsequentemente durante a 
ontogenia, no saco vitelino, fígado e medula ossea (Lee et a l , 1999) Nos indivíduos 
adultos, são continuamente produzidos as custas da proliferação controlada das células
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Imfoides primitivas presentes na medula ossea e no timo as quais dão ongem a populações 
distintas de linfocitos
Antes de se tomarem células maduras e capazes de exercer funções especificas, os 
linfocitos passam por processos sucessivos para aquisição de imunocompetência no timo 
ou na propna medula ossea, denominados orgãos Imfoides pnmanos Os que requerem um 
penodo de diferenciação no timo são denominados linfocitos T Outros que continuam a 
diferenciar no propno sitio produtor emergem como linfocitos B
Mais de 70% dos linfocitos circulantes são representados pela linhagem T, os quais 
participam ativamente na defesa do organismo contra infecções causadas por agentes 
intracelulares Enquanto estão no timo, os linfocitos T em desenvolvimento (ou timocitos) 
apresentam o marcador CD3 e diferenciam-se em duas linhagens, expressando receptores 
de membrana distintos, relacionadas com as suas funções efetoras, destacando-se as 
ghcoproteinas CD4 e CD8 (Parham, 2001)
A fase de desenvolvimento dos timocitos envolve um exame critico de receptores 
produzidos A seleção positiva envolve células T que podem reconhecer peptideos 
apresentados por moléculas do complexo de histocompatibilidade pnncipal (MHC) 
propnas, enquanto que a negativa elimina as células potencialmente auto-reativas, que 
poderiam ser ativadas por peptideos normalmente apresentados por moléculas MHC na 
superfície das células saudaveis E durante a seleção positiva que as células T CD3, 
primeiramente duplo-positivas para CD4 e CD8, irão se tomar células T CD3 de 
positividade umca para CD4 ou CD8, sendo que as CD4 interagem somente com 
moléculas de MHC de classe II, enquanto as CD8 interagem somente com as moléculas de 
MHC de classe I (Parham, 2001)
Como e no tecido linfoide penfenco que ocorrem as maiores chances dos linfocitos 
T encontrarem antigenos, apos a fase de amadurecimento no timo, essas células, agora 
imunocompetentes, ficam circulando entre a corrente sanguínea e o tecido hnfoide 
penfenco ate encontrarem o seu antigeno especifico, quando, então, são induzidas a 
proliferar e se diferenciar em células T efetoras (Janeway, 2002) Fazem parte do tecido 
hnfoide penfénco, também chamado secundano, os hnfonodos, a polpa branca do baço, o 
tecido hnfoide associado ao intestino (GAL^ e o tecido hnfoide associado a mucosas 
MALT1. renresentado pelas amidalas, placas ae Peyer, apêndice, tecidos brônquico e 
mamano
O encontro com um antigeno especifico provoca a fase final do desenvolvimento e 
diferenciação dos linfocitos T, onde as células CD8 tomam-se células T citotoxicas para as
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células que expressam esses antigenos proteicos, enquanto as células CD4, sob influência 
de citocinas tomam-se células T auxiliares subtipos 1 ou 2 (Thl e Th2, respectivamente), 
sendo que o tipo celular que predominara depende do patogeno e do tipo de resposta 
imunologica requerida (Parham, 2001)
Em contraste com o processo de amadurecimento dos lmfocitos T os precursores 
dos linfocitos B são induzidos a diferenciar dentro da propna medula ossea, influenciados 
por vanas citocinas produzidas pelas células estromais Os eventos pnncipais envolvem as 
populações celulares denominadas pro-B e pre-B, as quais centralizam elementos geneticos 
que codificam receptores específicos para células B, os quais são imunoglobulmas (Igs) 
especializadas expressas na superfície celular Igs são moléculas heterodimencas 
consistindo de cadeias pesadas (H) e leves (L), ambas contendo regiões vanaveis (V) que 
contnbuem na interação com o antigeno e que diferem na sequência de aminoacidos Em 
adição, as cadeias L e H contêm regiões que são constantes (C) Todas essas cadeias 
contnbuem para a diversidade de Igs produzidas quando hnfocitos B encontram-se com 
um antigeno (Paul, 2003)
No sangue penfenco, os hnfocitos B representam de 5 a 15% da população de 
hnfocitos circulantes Enquanto sua ativação por antigenos proteicos requer a presença de 
hnfocitos T, a qual e facilitada pela expressão de moléculas classe II do sistema HLA 
(Human Leukocyte Antigeri), antigenos de natureza lipidica, glicolipidica ou constituídos 
de proteínas pohmenzadas ou carboidratos estimulam células B diretamente
Macrofagos
Macrofagos fazem parte do sistema fagocitano mononuclear que se constitui de 
células de ongem medular, incluindo os monocitos que trafegam no sangue penfenco e os 
macrofagos tissulares Dependendo do tecido ou orgão onde se encontram, recebem 
diferentes nomes, como células de Kuppfer do fígado, histiocitos nos linfonodos, os 
macrofagos alveolares e os esplénicos, quando nos pulmões e no baço, respectivamente
De forma semelhante aos lmfocitos, todos têm sua ongem em um precursor comum 
residente na medula ossea, que da ongem aos monocitos do sangue penfenco Da 
circulação, os monocitos migram para os tecidos, onde se transformam < macrofagos, 
células com elevada capacidade fagocitana, responsáveis pela remoção de restos celulares 
e materiais estranhos particulados (Reeves e Todd, 2000)
Os macrofagos podem ser ativados, processo este que culmina com aumento do seu 
tamanho, elevação dos mveis de enzimas lisossomais, metabolismo ativo e grande
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habilidade de fagocitar e eliminar microorganismos Sua ativação pode ser efetivada por 
meio de toxinas bactenanas, moléculas de adesão citocinas secretadas por linfocitos T 
ativados e outros mediadores químicos presentes nas reações inflamatórias (Lee et a l , 
2003, Scott et a l , 2003)
Apos ativação, como elementos celulares centrais da inflamação crônica, os 
macrofagos passam a sintetizar e secretar vanas moléculas biologicamente ativas, 
coletivamente chamadas citocmas, que são importantes mediadores das respostas 
inflamatória e imunologica (Homolka et a l , 2003) Particularmente importantes são as 
citocinas produzidas que têm a "habilidade de ativar linfocitos, os quais passam tambem a 
secretar mediadores, fechando e amplificando um circulo de respostas biologicas 
responsáveis não so pela eliminação de agentes invasores, mas tambem envolvidas nos 
processos para garantir o restabelecimento do organismo e desenvolver resistência
Como células apresentadoras de antigenos (APC), os macrofagos têm a Capacidade 
de reconhecer e, subsequentemente, internalizar antigenos, processa-los e, posteriormente, 
expor fragmentos destes para os lmfocitos T por meio de moléculas de superfície 
especificas do MHC (Roitt et a l , 2003)
Dessa forma, os macrofagos desempenham funções centrais na resposta 
imunologica, assim como o fazem na resposta inflamatória Primeiro, eles são necessários 
para processar e apresentar antigenos aos linfocitos T imunocompetentes, pois, ao 
contrario das células B, as células T não são ativadas por antigenos solúveis Segundo, eles 
produzem numerosas citocinas dentre elas a mterleucina 1 (IL1) e o fator de necrose 
tumoral alfa (TNF-a), capazes de amplificar as respostas inflamatórias e imunitária 
Tambem, são elementos capazes de lisar células tumorais pela produção de metabolitos 
toxicos e enzimas proteoliticas, sendo importantes na vigilância imunologica (Cotran et a l , 
1994)
Funções dos elementos celulares envolvidos na resposta imunologica
O modo pelo qual um antigeno e reconhecido pelos receptores presentes na 
superfície dos linfocitos T e B e especifico e isso reflete as diferentes funções dessas 
células anos sua ativação pelo antigeno
Um linfocito B ativado pode transformar-se num plasmocito produtor de 
ímunoglobulmas especificas ao antigeno, inicialmente apresentado A função desses 
anticorpos e ligar-se diretamente-ao antigeno que lhe deu origem, com a finalidade de 
neutralizar sua atividade ou de desencadear mecanismos de defesa que culminem na sua
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eliminação Na pratica, isso significa que células B podem interagir com o antigeno na sua 
forma nativa, sem modificações (Brostoff e Male 1994, Reeves e Todd, 2000)
Já os linfocitos T regulam a atividade das outras células do sistema imunitário ou 
eliminam as células infectadas Portanto, interações com outros tipos celulares são 
necessanas para que as células T possam desempenhar sua função Esta e uma das razões 
que explica porque, em contraste com os linfocitos B os T podem reconhecer e ser 
ativados por antigenos ligados a ghcoproteinas especificas do MHC presentes na superfície 
das APC, codificadas pelos genes do HLA, processo que e denominado duplo 
reconhecimento, pois receptores de células T não se ligam ao antigeno ou as moléculas do 
MHC independentemente, mas a combinação de ambos
A função basica das APC e ativar hnfocitos T e eliminar por endocitose, células 
alvo que foram mortas por estes, ou eliminar antigenos que foram neutralizados por 
anticorpos
Muitos antigenos em seu estado natural não conseguem se associar eficientemente 
as moléculas do MHC e o fazem somente apos terem sido processados pelas APC Este 
processamento envolve sua parcial degradação enzimatica, liberando unidades peptidicas 
de tamanho e sequência apropnada para se ligarem as moléculas do MHC e, então, 
servirem como epitopos para ligação de lmfocitos T Relevante e o fato de que esses 
determinantes antigêmcos podem ser originados de qualquer parte do antigeno ongmal e 
um corolano disto e que linfocitos T e B podem interagir com epitopos totalmente 
diferentes e, amda assim, demonstrar especificidade para o mesmo antigeno (Brostoff e 
Male, 1994, Reeves e Todd, 2000)
E importante ressaltar que todos os tipos celulares acima citados tambem têm, 
como função a liberação de citocinas, as quais estimulam e amplificam a resposta ou a 
suprimem quando o agente for totalmente erradicado
Dessa forma, a ativação e o desempenho de funções pelos linfocitos T e B 
requerem sua interação, assim como com outros tipos celulares Como ja visto, as 
oportunidades para que esses contatos ocorram são maximizadas pela recirculação dos 
hnfocitos através de todo o organismo e pela sua manutenção nos orgãos linfoides 
secundários, levando ao d esen v o lv m  w  íto do vasto repertono imunolog’co observado em 
indivíduos normais (Reeves e Toda, 2000)
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Interação entre hnfócitos e antígenos
Os eventos celulares que decorrem da ativação de um linfocito são denominados 
coletivamente de transformação blastica e as células resultantes deste processo são 
referidas como células efetoras da resposta ímunologica Morfologicamente são 
caracterizados como linfoblastos e possuem elevada capacidade proliferativa Como 
resultado, observa-se um aumento do numero de células, da produção e secreção de 
citocmas assim como de expressão de receptores específicos
As células efetoras, originadas da ativação de linfocitos T CD4, proliferam dando 
ongem a células auxiliares, responsáveis pela propagação da resposta imunológica por 
meio da produção e secreção de mediadores químicos, as mterleucinas (IL) Os lmfocitos T 
CD8, apos contato com o antigeno, ativam-se e proliferam, originando células capazes de 
produzir grandes quantidades de citocinas, que são secretadas objetivando a eliminação do 
agente agressor
No caso de linfocitos B, apos transformação, muitos proliferam dando ongem aos 
plasmocitos, células efetoras especializadas na síntese de ímunoglobulmas que são, então, 
secretadas como anticorpos livres, como ja citado antenormente
Outros linfoblastos formam uma população de memona especifica para o antigeno 
que induziu a resposta pnmana, readquinndo o aspecto morfologico do linfocito ímcial 
São essas células que, quando re-expostas ao mesmo antigeno ou a outro cuja estrutura 
antigêmca seja muito semelhante, produzem uma rapida e vigorosa resposta ímunologica, 
chamada secundana (Reeves e Todd, 2000)
Ativação e proliferação de lintocitos
Ativação de hnfócitos decorre da interação entre um antigeno e o receptor presente 
na superfície celular com o qual ele pode interagir Em células CD4, por exemplo, este 
evento culmina com a proliferação, diferenciação e produção de citocmas que medeiam as 
funções especificas de células T efetoras, como ja citado Eventos subsequentes, que 
ocorrem em segundos ou minutos apos a interação ligante-receptor, incluem mudanças no 
fluxo de cations monovalentes (Na+ e KT) e a ativação d<* T „tilí-ansfe^ses Ao mesmo 
tempo, síntese e utilização de fosfohpideos aumentam, envolvendo fosfatidilinositol, um 
constituinte dos fosfohpideos de membrana Influxo de C a^ e central na ativação de 
hnfócitos e ocorre em menos de 5 minutos apos interação do mitogeno fitohemaglutimna,
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Resposta de linfócitos a mitógenos
Certas substâncias possuem a habilidade de ativar e, subsequentemente, induzir a 
proliferação de linfocitos T B ou de ambos in vitro sendo genericamente denominados 
mitogenos (Gery et al 1972, Gery e Waksman, 1972, Janossy e Greaves 1972, 
Oppenheim e Rosenstreich 1976) A Tabela 1 mostra uma seleção dessas substâncias e sua 
especificidade com referência a população estimulada
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Adaptado de Myers, 1995
Enquanto a resposta a antigenos dos linfocitos in vivo e especifica, gerando 
amplificação clonal, sua resposta a mitogenos in vitro e inespecifica e influencia, 
simultaneamente, um grande numero de células, levando-as a sofrer transformação blastica 
e, posteriormente pro,,r,'tr’
Diferente do _que acontece in vivo, esse estimulo a proliferação não depende de 
células apresentadoras de antigenos, embora os mesmos mecanismos bioquímicos estejam 
aparentemente envolvidos (Burgermeister et a l , 2003) Esta propriedade favorece estudos
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por exemplo, com receptores presentes na superfície de hnfocitos humanos Apos algumas 
horas dessa interação ligante-receptor, a síntese de proteínas aumenta, alcançando um pico 
entre 48 e 72 horas Neste penodo, ocorre aumento da síntese de RNA, assim como ha 
síntese de vanas proteínas (Cooper 1972) O conteúdo de RNA em linfocitos dobra em 48 
horas e reflete-se em alterações morfologicas distintas da celula Finalmente, aumento da 
síntese de DNA, a marca registrada da proliferação celular inicia-se apos cerca de 36 
horas, atingindo mveis máximos entre 48 e 72 horas (Greaves e Janossy, 1972)
Para que a proliferação celular ocorra, fatores de transcrição que são ativados 
simultaneamente a interação ligante-receptor, representam intermediários essenciais, os 
quais traduzem e direcionam sinais extracelulares em respostas transcncionais especificas 
A regulação combinada da transcrição envolve complexos multiproteicos que se ligam de 
forma cooperativa a regiões especificas do DNA alvo Esta interação permite a 
convergência de diferentes sinais para uma região definida do DNA, a qual, por sua vez, 
exerce controle regulatono rigoroso sobre a expressão dos genes alvos em resposta aos 
sinais recebidos
Neste contexto, complexos formados por fatores de transcrição da família NFATc, 
por exemplo, junto com proteínas AP-1 e ras, integram vias de sinalização dependentes de 
Ca", as quais regulam a expressão de genes que codificam proteínas imunomodulatonas 
como IL2, IL4, IL3/GM-CSF, TNF-a, CD40 e Faz (Rao et a l , 1997, Feske et a l , 2000, 
Trama et al 2000)
A replicação de linfocitos T e muito particular e e determinada pela interação de 
IL2 com seus receptores (IL2-R) em mveis significativos para desencadear esta ação 
Entretanto, células T não.expressam IL2-R ao menos que sejam estimulados por antigenos, 
anticorpos monoclonais específicos para células T, lectinas mitogênicas ou forbol ester, 
por exemplo Alem disso, uma vez exposta a esses agentes, cada celula T expressa IL2-R 
de forma individual, entrando em fases prohferativas do ciclo celular de forma 
assmcrômca Se mveis de IL2 não se mantiverem contínuos, a expressão de IL2-R se 
mantem, mas a síntese de DNA não ocorre, uma vez que e a interação com IL2-R o 
fenômeno crucial para que ocorra a replicação do DNA (Cantrell e Smith, 1984)
Um outro ponto de relevância e que a expressão de IL2-R e dependente da presença 
de antigeno e a retirada do estimulo do meio leva a queda progressiva de seus mveis Em 
paralelo, ha o declínio, tambem progressivo, da proliferação celular e todas as células, 
eventualmente, passam a se apresentar na fase Go do ciclo celular, mesmo na presença de 
concentrações saturantes de IL2 (Smith e Cantrell, 1985)
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experimentais e Fitohemaglutimna (PHA) e Concanavalina A (ConA), lectinas extraídas e 
purificadas de plantas (Tabela 1) que estimulam sub-populações de células T têm sido 
usadas como mitogenos para estudos de proliferação dessas populações in vitro e a 
resposta resultante pode ser utilizada para qualificar e quantificar a imunocompetência 
dessas células (Myers, 1995)
Como ja visto, o primeiro passo para a ativação de um linfocito reside na interação 
de receptores de superfície com um agente estimulante A interação de um mitogeno com o 
receptor das células T (TcR), por exemplo, tambem inicia, na celula, eventos que 
envolvem o recrutamento de íons calcio e a ativação simultânea das enzimas tirosina 
quinases citossolicas fosfolipase Cy e A2 , proteína C quinase (PKC), proteína quinase 
ativada por mitogeno (MAPK) e calcmeunna Estas, por via de cascatas metabólicas 
especificas, produzem smais direcionados ao nucleo, promovendo a transcrição de fatores 
pro-mitoticos, tais como NFnB AP 1 e NFAT Estes, por sua vez, conduzem os eventos da 
proliferação e a síntese de IL2, a qual e o principal mediador químico da amplificação da 
resposta imunologica (Figura 1)
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Figura 1 Mecanismos de interação entre lectmas e o complexo TcR-CD3-CD28 para ativação e 
proliferação de linfócitos T via IL2.
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Lectinas
Citadas pela primeira vez por Stillmark em 1888 as proteínas capazes de aglutinar 
entrocitos foram denominadas fitohemaglutinmas, baseadas no fato de terem sua ongem 
em plantas e, ao mesmo tempo, aglutinarem entrocitos de diferentes animais (Goldstem e 
Hayes, 1978) Verificou-se que proteínas com atividade hemaglutinante são, tambem, 
encontradas em uma infinidade de seres vivos, como bactérias, vírus, fungos, liquens, 
peixes, molusculos e mamíferos (Gabius e Gabius, 1993)
O termo lectina, do latim legere, ou selecionar, foi proposto apos a observação de 
que algumas proteínas provocavam aglutinação de forma seletiva para os diferentes grupos 
sanguíneos humanos (Boyd e Shapleigh, 1954a) Hoje, sabe-se que são apenas algumas 
destas que têm capacidade seletiva de hemaglutinação, mas a denominação lectina 
continua
Em função dos inúmeros estudos realizados sobre estrutura química, propnedades e 
atividades, o conceito atual para lectinas e o de serem protemas, ou glicoproteinas, de 
ongem não imune, que se ligam de forma não covalente a carboidratos com configuração 
apropnada Esta interação lectina-açucar e especifica e de alta afinidade, podendo ocorrer 
com carboidratos localizados na superfície das células, como açucares livres e, ainda, com 
a parte glicidica de glicoconjugados extracelulares (Lis e Sharon, 1973, Freed, 1985)
As propnedades químicas e biologicas relatadas ate o momento tomam, como 
referência, a ligação lectina-açucar e um fato interessante neste aspecto e a capacidade que 
determinados açucares livres têm de inibir alguns efeitos das lectinas Esta propnedade e 
tão fundamental que as lectinas podem ser classificadas em grupos de acordo com o 
carboidrato inibidor Esta ligação envolve forças de Van der Walls, causada por 
combinações de hidrogêmos da proteína com grupos hidroxilas do açucar, geralmente 
incluindo acoplamento de uma face hidrofobica do açucar com o lado de ammoacido 
aromatico das cadeias peptidicas (Weis e Dnckamer, 1996) Enzimas, como a tnpsina ou 
carboidrases, por exemplo, aumentam a atividade das lectmas, provavelmente por 
facilitarem a aproximação com seu sitio glicidico ativo
Além da afinidade com açucares, a ação de uma lectma depende da conformação 
estrutural (monômero, dimero, tetrâmero, e tc) e de seu tamanho Alem dic«n d r aion» 
das lectmas necessita estar ligada a metais íômcos divalentes e/ou covalentemente a 
açucares, no caso das lectmas glicoproteicas, que servem como cofatores, mantendo sua 
conformação ativa Outras propnedades, como percentuais e sequências de aminoacidos,
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ponto isoeletnco, peso e forma moleculares são tambem, de fundamental importância para 
se compreender os efeitos descritos para as lectinas
A função das lectinas na natureza ainda não foi totalmente elucidada Especula-se 
que, em um mesmo organismo, as lectmas possam exercer funções especificas e distintas 
ou mesmo ter múltiplas ações Em plantas, supõe-se um papel imunologico mespecifico 
quando, durante a germinação e crescimento das sementes, interagem com açucares 
expostos na superfície de microorganismos Esta função protetora tambem e atribuída 
contra ataques de msetos predadores (Janzen et a l , 1976, Zhu-Salzman e Salzman, 2001) 
Função simbiótica entre bactenas e plantas tambem ja foi proposta (Bohlool e Schmidt, 
1976) Em bactenas, algumas lectmas são encontradas na superfície e parecem estar 
envolvidas com a aderência as células epiteliais, o que parece ser fundamental, por 
exemplo, no inicio da infecção da Escherichia coh nos tratos unnario e gastnntestmal 
(Sharon, 1987) O mesmo parece ocorrer em protozoanos, como a Entamoeba histolytica 
(McCoy et a l , 1994, Mann 2002)
Ja em animais supenores, as lectmas são encontradas na forma solúvel e ligadas a 
membranas Assim, funções como mediação da pinocitose de glicoproteinas modificadas 
(Ashwell e Harford, 1982), interações intercelulares durante a resposta imunologica (Liu, 
1993) e a fertilização (interação da lectina presente no acrossoma da celula sexual 
masculina com uma glicoprotema de superfície do ovulo) (Wassarman, 1987) já  foram 
tambem propostas
Em humanos, uma lectina ligante de manose (MBL) foi identificada e tem sido 
caractenzada como responsável pela ativação do sistema complemento por uma via 
especifica (Tumer e Hamvas, 2000) Por se ligar e aglutinar patogenos (Jack e Tumer, 
2003), parece estar envolvida na proteção contra agentes infectantes diretamente, ou 
indiretamente, ao ativar e amplificar a resposta imunologica mata, atuando na opsomzação, 
fagocitose, adesão, migração, ativação, diferenciação e apoptose celular (Ni e Tizard,
1996) Neste contexto, lectmas atuariam como ativadoras do sistema complemento, 
limitando uma infecção, por exemplo, e a orquestração da resposta imunológica 
subsequente (Gadjeva et a l , 2004)
Entretanto, i propriedade mais intensa e determinante para que houvesse interesse 
no isolamento desta classe de proteínas refere-se a sua intensa capacidade aglutinante, a 
qual, quando altamente seletiva e especifica, tem permitido que algumas lectmas sejam 
usadas para a fenotipagem de grupos e subgrupos sanguíneos (Boyd e Shapleigh, 1954b, a, 
Judd et a l , 1978, Judd, 1980, Hamada et a l , 2002, Khan et a l , 2002), na identificação de
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células infectadas e células cancerosas as quais têm alteração da superfície da membrana 
(Vu Van et a l , 1971, Sharon e Lis 1972 Boldt e Zimmer 1983, Haar et a l , 1985, 
Bychkov e Toto, 1986, Tamaki et al 1986, Söderström, 1988, Bogdanov et a l , 1989, 
Caldero et al 1989, Imamura et al 1989, Seigel e Notter, 1992), e na tipagem de 
microorganismos (Muhlpfordt et a l , 1984, Svennerholm et al 1984 Kortmg et a l , 1988, 
Chatteqee et a l , 1989, O'Sullivan et a l , 1990, Jarlov et al ,4992, Kortmg e Abeck, 1992, 
Jarlov et a l , 1993, Moyes e Young, 1993, Munoz et a l , 1994a Hynes et a l , 1999, Munoz 
et a l , 1999, Aabenhus et a l , 2002, Munoz et a l , 2003)
A industria farmacêutica explora a propriedade das lectmas em promover muco- 
adesão, cito-adesão e cito-invasão, para formarem complexos lectina-droga que possam 
auxiliar na biodispombilidade de um farmaco (Bies et al 2004, Gabor et a l , 2004)
O interesse pelas lectinas na area da Imunologia aumentou na decada de 60, com os 
estudos com a PHA isolada de sementes de Phaseolus vulgaris, onde o autor foi o pioneiro 
na descoberta da capacidade que alguma lectmas têm de estimular in vitro a transformação 
morfologica dos linfocitos e sua proliferação (Nowell, 1960)
Esta ação mitogêmca passou, então, a ser amplamente usada em estudos 
morfologicos e funcionais, particularmente dos linfocitos, assim como para o diagnostico 
de imunodeficiências e momtoração dos efeitos de imunossupressores e imunoterapicos 
(Sharon, 1983) Presume-se que, em linfocitos T, estas lectmas ligam-se ao complexo 
receptor de celula T (TcR) e promovem um sinal co-estimulante positivo, levando a smtese 
de IL2 e seus receptores (Kilpatrick, 1999)
Embora, em sua maiona, as lectmas sejam ativadores policlonais, tanto in vitro 
quanto in vivo, outras podem apresentar um espectro diversificado de atividades sobre 
linfocitos humanos, sendo que a mesma lectina pode ser mitogêmca, co-mitogêmca ou ate 
mesmo anti-mitogêmca, dependendo das condições experimentais vigentes
Estudos de interação entre algumas lectmas e anticorpos monoclonais têm 
demonstrado que uma grande vanedade de moléculas da superfície celular pode exercer 
influência na iniciação e regulação da ativação e proliferação dos lmfocitos (Kilpatrick, 
1999), sugenndo sua aplicação no tratamento de doenças auto-imunes e na prevenção de 
rejeição apos transplantes (Ashraf e Khan, 200'* \
E interessante relatar que as lectmas e a Imunologia estiveram relacionadas desde 
1890, onde a especificidade da reação antigeno-anticorpo, pnncipio fundamental desta 
ciência, foi estabelecida por PauLEhrlich, em estudos com camundongos que produziam 
anticorpos contra as lectmas abnna e ncina (Sharon, 1983)
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A busca pelo melhor entendimento das ações imunomoduladoras das lectmas 
continua intensa e sua maior fonte continua sendo os extratos preparados de plantas e de 
preferência, aquelas oriundas de vegetais comumente utilizados pela população para fins 
terapêuticos
Transformação blástica induzida por fitohemaglutinina (morfologia)
Linfocitos obtidos de sangue penferico humano apresentam-se como células 
pequenas, com cerca de 10 pm de diâmetro, arredondadas, contendo citoplasma 
geralmente escasso, desprovido de granulação especifica e nucleo tambem arredondado, 
irregularmente denso, com eventual presença de nucleolos (Lee et a l , 1999) Quando 
transformados por ação da fitohemaglutinina, apresentam-se com morfologia de células 
imaturas, com aumento proporcional do volume ao nucleo e do citoplasma Formam 
vesículas lisossomais características, as quais se correlacionam com o aumento de 
atividade endocitica dessas células Esse sistema vacuolar altamente diferenciado consiste 
de vesículas endociticas, estruturas multivesiculares e corpos densos (Biberfeld, 1971a) e 
estão envolvidos na captura, transporte, armazenamento e digestão de matenal endocitado 
Linfocitos transformados pela PHA possuem de 10 a 20 pm de diâmetro e citoplasma azul 
intenso, quando observados sob coloração panoptica, resultante de intensa síntese de RNA 
(Douglas, 1972) Alem disso, ha aumento da quantidade de agrupamentos nbossomais e o 
complexo de Golgi mostra-se bem desenvolvido (Biberfeld, 1971b) Em culturas contendo 
PHA, figuras de mitose podem ser observadas apos 40 horas, com pico maximo em 72 
horas O nucleo dessas células aumenta e toma-se leptocromatico, ou seja, com cromatma 
constituída por filamentos muito finos, e os nucleolos aumentam de tamanho (Biberfeld, 
1971b)
Métodos de avaliação de atividade imunomodulatória in vitro
São vanas as metodologias in vitro utilizadas para quantificar a ativação e a 
proliferação celulares Entre estas estão os ensaios que incl,i°» > »'"orpnação de 
nucleotideos radioativos, a redução de sais tetrazolio, a incorporação de agentes 
fluorescentes a incorporação de analogos de pinmidina e a analise por citometna de fluxo
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Na metodologia mais utilizada atualmente a proliferação de linfocitos e mensurada 
através da incorporação de nucleotideos radioativos, como [3H]-timidina,5'Cr, ['^IJ-iodo- 
deoxiundina ou a [JH]-undina, no DNA celular durante a replicação e a resposta 
proliferativa e determinada comparando-se o numero de radiomarcador incorporado nas 
distintas populações celulares (Brunner et al 1968, Gillis et a l , 1978)
As vantagens deste metodo são suas altas sensibilidade e reprodutibilidade, porem 
muitas são as desvantagens (I) a manipulação de componentes radioativos requer 
precações especiais de segurança, tais como salas e equipamentos exclusivos, alem de (II) 
proteção e treinamento pessoal especializado, (III) e uma metodologia que envolve 
trabalho detalhado e minucioso em varias etapas, as quais podem aumentar as chances de 
erro e contaminação, (IV) o tempo consumido para cada sene de experimentos e longo, 
(V) promove a lise das células, não permitindo (VI) analises morfologicas, (VII) ensaios 
funcionais ou (VIII) ímunofenotipagem subsequentes, restringindo sua utilidade para 
estudos que visem a elucidação dos mecanismos de ação quando presentes
A redução de sais tetrazolio como o MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazohl]-2,5- 
difemltetrazolio), o MTS (3-[4,5-dimetiltiazohl]-5-[3-carboximetoxifeml]-2-[4-sulfoml]- 
2H tetrazolio) e o XTT (acido hidrato de benzeno sulfônico de sodio 3’-[l-fenilamiào- 
carboml]-bis[4-metoxi-6-nitro]-3,4-tetrazoho), por enzimas succinato tetrazolio redutases 
situadas em mitocôndnas de células viáveis, resulta na formação proporcional de produtos 
de formazan, os quais, por serem coloridos, podem ser doseados em ensaios 
espectrofotometncos para analises de toxicidade, ativação e proliferação celulares 
(Mosmann, 1983) E um metodo de relativo baixo custo, sensível e de rapida aplicação 
necessitando como equipamento, na maiona das vezes, uma leitora de ELISA, permitindo 
o processamento simultâneo de um grande numero de amostras
A citometna de fluxo vem sendo uma ferramenta importante no estudo dos eventos 
celulares envolvidos na resposta imunologica e inclui métodos para a avaliação de efeitos 
sobre a população analisada, como, por exemplo, ativação e proliferação celulares, para a 
identificação de eventuais modificações que ocorrem dentro e fora das células e na analise 
das substâncias produzidas e secretadas pelas células em estudo (Shapiro, 1985)
Esta versatilidade de»\ vv da múltipla e independente quantidade de analises das 
características físicas e químicas das células, as quais são individualmente conduzidas por 
em canal de corrente fluida que intercepta um ou mais feixes de luz provenientes de um 
raio laser Ao passarem pelos-raios, as células causam dispersão da luz em vanas direções, 
a qual depende do tamanho e da estrutura mtema de cada celula (Macey, 1994) Tambem,
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moléculas fluorescentes quando ligadas as células, podem ser excitadas e 
subsequentemente emitir luz de acordo com a natureza da molécula fluorescente 
(Assenmacher et a l , 1995)
A luz dispersa e/ou a fluorescência emitida são, então, coletadas por diferentes 
sensores os quais, por sua vez convertem-na em smais eletncos que são amplificados e 
transferidos a processadores matemáticos Estes produzem um conjunto de números que 
ao serem analisados caracterizam diferentes populações celulares O feixe de luz que passa 
pela partícula com um mimmo de desvio esta relacionado com o tamanho celular (forward 
hght scatter - FSC), enquanto aquele que capta o desvio ortogonal aos eixos do fluido 
celular e do raio laser (side hght scatter - SSC) esta relacionado com a complexidade 
interna da celula em particular sua granulandade e a forma nuclear (Shapiro, 1985, 
Robinson, 1993, Macey, 1994)
Os resultados emitidos por iun citômetro de fluxo são, de fato, originados de uma 
combinação de sinais que refletem não so o tamanho e a complexidade interna de cada tipo 
celular analisado mas tambem incluem suas características topográficas e de densidade 
optica (Shapiro, 1985) Todos os citômetros de fluxo têm a capacidade de analisar varios 
parâmetros celulares simultaneamente e converter esta analise em gráficos de coordenadas 
x e y, podendo se apresentar como histogramas, gráficos de pontos, de densidade ou 
mesmo de contorno (Macey, 1994) A escolha do tipo de grafico repousa naquele que 
melhor representara ou traduzira os resultados obtidos
Em um grafico que relaciona tamanho (FSC) por complexidade interna (SSC), 
linfocitos humanos com as características morfologicas ja descritas anteriormente 
comporão a população que ocupa a area infenor esquerda do grafico (Civin e Loken, 
1987) Ja linfocitos transformados pela ação de um mitogeno como a fitohemaglutinma, 
por exemplo, aparecerão, no grafico, deslocados um pouco acima e a direita dos linfocitos 
não ativados, por possuírem maior tamanho e complexidade interna, apresentando-se com 
morfologia característica de células pnmitivas ou blasticas (linfoblastos), com diâmetro de 
10 a 20um, citoplasma geralmente vacuolizado, complexo de Golgi bastante desenvolvido, 
nucleo com cromatina delicada, apresentando dois ou mais nucleolos proeminentes e bem 
delineados (Civin e Loken, 1987, Lee et a l , 1999)
A disponibilidade de corantes fluorescentes que interagem especificamente com 
estruturas celulares permite o uso da citometna de fluxo para analisar eventos moleculares 
como, por exemplo, estudar as fases do ciclo generativo de uma população celular Neste 
contexto o uso de fluorocromos, como o brometo de etidio e íodeto de propidio, que se
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intercalam com as moléculas de DNA permite a identificação da fase do ciclo celular em 
que a celula se encontra pela determinação do seu conteúdo em DNA Entretanto estas 
analises avaliam a atividade celular, mas não determinam a proporção ou o numero de 
células em divisão
Uma alternativa para analise da proliferação celular por citometna de fluxo 
emprega a marcação das células com bromodeoxiundina (BrdU), um analogo da 
pinmidina, onde a porcentagem e o tipo celular em smtese ativa de DNA podem ser 
identificados com anticorpos anti-BrdU ligados a moléculas fluorescentes (Kubbies et al 
1985)
Mais recentemente, reagentes fluorescentes, como o diacetato de fluoresceina 
(FDA) e succimmidil ester do diacetato de carboxiflouresceina (CFSE), inicialmente 
utilizados como corantes marcadores de células viáveis têm se tomado ferramentas 
importantes para ensaios que envolvem estudos de proliferação celular por citometna de 
fluxo Estas substâncias originalmente não emitem fluorescência e atravessam 
passivamente a membrana plasmatica Apos difusão no meio intracelular, sofrem ação de 
esterases endógenas, as quais removem, por hidrólise, o grupo acetato Esta ação confere, a 
molécula, alta fluorescência e, por ficar retida no interior das células, confere-lhes, sob luz 
azul, fluorescência verde Em adição, o grupo succimmidil, liberado pela ação enzimatica, 
reage com o grupamento amina de proteínas intracelulares, proporcionando, tambem, 
coloração as células viáveis Durante todo o processo que antecede a divisão mitotica, o 
agente fluorescente permanece distribuído homogeneamente no citoplasma celular Apos a 
divisão, reduz-se em 50% a quantidade de corante nas células recem formadas, 
diminuindo, portanto, a intensidade do bnlho de cada celula Dessa forma, pode-se avaliar 
a quantidade de ciclos mitoticos de uma população celular pela analise da queda da 
fluorescência emitida, a qual e diretamente proporcional ao numero de vezes que a celula 
se divide (Lyons, 2000)
Flantas medicinais como agentes imunomoduladores
O uso de plantas medicinais no tratamento de diversos tipos de 'Venças e 
tradicional na cultura humana e os serviços de saúde e as instituições a eles ligados devem 
estar voltados para o aproveitamento deste conhecimento popular (Eldin e Dunford, 2001) 
Esta preocupação parece estar presente em nosso pais, pois como fruto de deliberações
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ocorridas durante a 10a Conferência Nacional de Saude realizada em Brasília em 1996 
ressaltou-se a incorporação no SUS, em todo o pais de praticas de saude como a 
fitoterapia, a homeopatia e a acupuntura (paragrafo 28612) (Saúde, 1996)” , 
dehberando-se tambem sobre “terapias alternativas e praticas populares (paragrafo 
351 10), alem do incentivo a fitoterapia e a homeopatia na assistência farmacêutica 
publica” (Saude, 1996)
A fitoterapia ressurge, então, como uma opção medicamentosa bem aceita e, 
quando domestica acessível a todos Atualmente cerca de 80% da população dos países de 
terceiro mundo faz uso de produtos naturais para o tratamento de problemas pnmanos de 
saude (Mans et a l , 2000) Mesmo em países industrializados, uma grande porcentagem 
dos produtos farmacêuticos comercializados provem de produtos naturais (Eldin e 
Dunford, 2001), representado, no mundo, cerca de 30% das vendas de drogas (Grabley e 
Thiencke, 1999)
Assim, os produtos extraídos de plantas medicinais continuam a representar uma 
diversidade química umca a qual continuara a ser uma fonte importante de compostos- 
modelo para programas de investigação clinica iniciados a partir da observação das 
especies de plantas regionais popularmente utilizadas
De acordo com estudos de Wilhanson e colaboradores, estima-se que o planeta 
Terra possua entre 370 000 e 500 000 vegetais superiores que elaboram metabolitos 
secundários com potencial interesse medicinal (Wilhanson et a l , 1996) No Brasil, diante 
de uma flora tão nca e diversificada, a utilização de plantas como medicamentos caseiros e 
ampla, tomando imperativo, para o pais, a criação de uma política de incentivo a 
investigação cientifica das potencialidades terapêuticas desta fonte alternativa de 
medicamento
Por outro lado, os produtos naturais estão passando por uma fase critica devido ao 
intenso esforço necessário para o descobrimento de novas drogas com potencial 
terapêutico, os quais envolvem a busca, o isolamento e a elucidação de sua estrutura 
química Para cumprir a exigência dos vanos testes a que o composto natural purificado 
deve ser submetido para aprovação e uso comercial, faz-se necessário uma nova estratégia 
que lhes permitam ccTvetir com o sucesso obtido com produtos sintéticos
Hoje, as companhias farmacêuticas empregam cerca de US$350 milhões para 
desenvolver uma nova droga e procedimentos para melhorar e acelerar o descobnmento 
destas são requeridos (Grabley e Thiencke, 1999) Ao mesmo tempo, estas investigações 
têm ajudado no entendimento das doenças em mveis molecular e genetico
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Subsequentemente a automação e a mimatunzação vêm tomando espaço na area 
mudando drasticamente o processo industrial no descobrimento de drogas (Schmid et al 
1999) Alem disso a elucidação do genoma humano vem facilitando o acesso a um 
aumento expressivo do numero de potenciais alvos de drogas (Norman 1998, Grabley e 
Thiencke, 1999)
A diversidade de atividades biologicas apresentadas por plantas usadas na medicina 
caseira vem sendo investigada e o espectro dessas ações amplifica na mesma proporção 
que metodologias mais especificas vão se consolidando cientificamente Vanos modelos 
experimentais, m vivo e m vitro, estão hoje disponíveis para tal investigação De particular 
interesse são aqueles direcionados ao estudo das atividades imunomodulatonas, devido ao 
crescente numero de especies vegetais utilizadas na medicina popular para o tratamento de 
doenças que comprometem o sistema imunitário (Yamaguchi, 1992), em particular aquelas 
associadas ao câncer (Hiraz^mi et a l , 1996) e doenças infecciosas crônicas (Zarkovic et 
a l , 2001) assim como uma busca incansavel a drogas que possam auxiliar na adaptação de 
transplantes, no tratamento de distúrbios auto-imunes e de imunodeficiência, incluindo a 
aids
Expressivas atividades imunomodulatonas têm sido relatadas a distintos grupos de 
substâncias extraídas de plantas, tais como os alcalóides (Novogrodsky et a l , 1984, 
Monkawa et a l , 1992, Ckless et a l , 1995, Fiserova et a l , 1995, Ivanovska et a l , 1997, 
Lai et a l , 1999, Sohs-Maldonado et a l , 2003, Ho et a l , 2004), flavonoides (Schwartz e 
Middleton, 1984, Mookerjee et a l , 1986a, Mookeijee et a l , 1986b, Hirano et a l , 1989, 
Namgoong et a l , 1994, Pandey et a l , 2005), saponmas (Chong et a l , 1982 , Chavali et a l , 
1987 , Plohmann et a l , 1997 , Verotta et a l , 2001, Gaidi et a l , 2002), tamnos (Vuk- 
Pavlovic et a l , 1988, Vuk-Pavlovic e Rohrbach, 1990, Wang et a l , 2002), e, 
principalmente, as lectinas, descntas antenormente
Neste contexto estão incluídos os alcalóides indolicos isolados da Vinca rosea, 
Linn (Apocynaceae) (Figura 2) Dentre os diversos ja identificados, a vimblastina (III) e a 
vincnstina (IV) são os alcalóides mais investigados, com reconhecida ação antineoplásica, 
relatada para diversas formas de câncer (Noble et a l , 1958, Svoboda, 1958, Carlson et a l , 
1990, Koch e Coussens, 1993, Anderson et a l , 1996, Hamel, 1996, Miller et al 1997, 
Lens e Eisen, 2003, Martinelh et al 2003, Mahk, 2004)
Um efeito mibitorio sobre a ativação e proliferação de hnfocitos induzidas por PHA 
(Thyberg et a l , 1977), faz da-vimblastina uma ferramenta frequentemente utilizada em 
estudos in vitro de imunomodulação (Broyn, 1975, Hawrylko, 1975, Ruscetti e
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Chervemck 1975, Belmont et al 1979, Shand et al 1980 Colombo et a l , 1985, 
Alcantara et al 1986, Powderly et a l , 1986, Gorse e Kopp, 1987, Itoh et a l , 1991, 
Gorczyca et al 1992, Utz et al 1994, Qiao et al 1995, Yang et a l , 1996, Balaknshnan 
et al ,2002, Qin et al 2002, Scio lae/a /, 2003, Verheyen etal 2003)
Ao contrario da vimblastina. seus monômeros catarantina (I) e vindolma (II) 
(Gorman et a l , 1959) são desprovidos de ação anti-tumoral (Inaba e Nagashima, 1986), 
porem são importante ferramentas como compostos iniciais para a síntese de moléculas 
bioativas (Ruszkowska et a l , 2004) A penvina (V) outro monômero indolico extraído da 
vinca (Svoboda 1958), e pouco referendada na literatura, observando-se apenas modestas 
atividades antimicrobiana (Rojas Hernandez, 1979) hipotensora e miorelaxante (Perera et 
al 1985)
CH,
Figura 2 Estrutura química de alguns alcalóides indolicos purificados da Vmca rosea (L)
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Por outro lado, a atividade imunoestimulante de vanas plantas medicinais, em 
particular a Echmacea purpurea (L ) Moench, Compositae (Asteraceae), popularmente 
conhecida como equinacea nativa da America do Norte e utilizada primeiramente pelos 
índios na cura de fendas no tratamento de enfermidades infecciosas, furunculos 
abscessos e queimaduras, vem sendo amplamente divulgada Suas raizes são utilizadas em 
preparações fitoterapicas como estimulantes da imunidade, em decorrência de relatos, 
particularmente in vivo como, por exemplo, o aumento da resistência de roedores contra 
algumas formas fúngicas (Steinmuller et a l , 1993), bactenanas (Hwang et a l , 2004) e 
tumorais (See et a l , 1997)
Os mecanismos de ação descntos para a equinacea parecem influenciar o sistema 
imumtano de forma indireta uma vez que atividades sobre macrofagos (Stimpel et a l , 
1984, Luettig et a l , 1989, Roesler et al 1991 Goel et a l , 2002a, Goel et a l , 2002b) e 
células NK (Natural Killer) (See et a l , 1997, Cumer e Miller, 2000 2001, Gan et a l ,
2003) compõem o maior elenco das citações Por exemplo, enquanto Roesler (1991) 
verificou a ativação sobre a fagocitose em macrofagos humanos, Goel e colaboradoeres, 
assim como o grupo de Elsasser, venficaram o aumento da produção das citocinas pro- 
mflamatonas IL1, IL6 e TNF-a por macrofagos tratados com equmacea (Elsasser-Beile et 
a l , 1996, Goel et a l , 2002a) Gan e colegas demonstraram potente ativação da 
citotoxicidade de células NK (Gan et a l , 2003) Em estudo recente, realizado com células 
retiradas do baço de camundongos, observou-se a habilidade do extrato aquoso das raizes 
da planta em estimular a produção de mediadores pro-inflamatonos (Hwang et a l , 2004)
Outra planta, a Chamomilla recutita (L) Rauschert (Asteraceae), popularmente 
conhecida como camomila, e comumente utilizada para o tratamento de inflamações 
cutâneas em bebês e crianças de tenra idade, tais como assaduras e crostas da cabeça que 
se desenvolvem em função da alimentação com leite (Volhardt, 2000, Eldm e Dunford, 
2001) Vanos estudos têm demonstrado não só suas propriedades antunflamatónas (Isaac,
1979, Jakovlev et a l , 1979, Jakovlev et a l , 1983, Glowama et a l , 1987, Safayhi et a l , 
1994, Gemtsen et a l , 1995, Ammon et a l , 1996), como tambem ações anti-pepticas 
(Szelenyi et a l , 1979), anti-alergicas (Miller et a l , 1996), antiespasmodicas (Forster et a l ,
1980, Marn e Staba, 1986), anti-flogistica ÍBradley, 1992), anti-bactenana (Aggag e 
Yousei, 1972, Mann e Staba, 1986, Molochko e Lastochkina, 1990, Kedzia, 1991, Lu et 
a l , 1998), anti-fungica (Szalontai et a l , 1976, 1977, Ahmed et a l , 1994), anti-viral 
(Sugunda et a l , 1983), anti-tumoral (Wei et a l , 1990, Birt et a l , 1997, Chaumontet et a l ,
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1997), anti-oxidante (Rekka et al 1996), ansioliticas e sedativas (Viola et a l , 1995, 
Avallone et a l , 1996 Newall et a l , 1996, Yamada et al 1996)
Extratos de camomila demonstraram estimular a proliferação de linfocitos em 
ensaio de reação alogênica de hnfocitos (MLR -  Mtxed lymphocyte reactiori) 
(Amirghofran et a l , 2000) e um acentuado efeito inibidor da quimiotaxia em leucócitos 
humanos foi recentemente relatado (Presibella, 2003)
Muitos dos efeitos atribuídos a camomila parecem estar relacionados aos 
constituintes presentes em seu oleo essencial, sendo que diferentes atividades biologicas ja 
foram descritas para o camazuleno (antiinflamatono e antioxidante) (Safayhi et a l , 1994) 
(Rekka et a l , 1996), o bisabolol e seus derivados (antiinflamatono, antibactenano, 
antipirético e antifungico) (Jakovlev et a l , 1979, Jakovlev et al 1983, Kedzia, 1991, 
Salamon, 1992, Berry, 1995, Viola et a l , 1995, Ammon et a l , 1996), e os flavonoides, 
principalmente a apigenina, e glicosideos (carminativos e antiespasmodicos) (Avallone et 
a l , 2000)
Um aspecto interessante a ser considerado sobre a camomila e que, embora a 
literatura seja farta com referência as suas diversas atividades biologicas, onde a maioria 
dos eatudos relatam propriedades in vivo, pouco se sabe sobre os mecanismos de ação 
desta planta
As cascas de Rauwolfia sellowu Mull Arg (Apocynaceae), popularmente 
conhecida como pau-pra-tudo, são utilizadas como hipoglicemiantes hipocolesterolêmicas 
(Blatt et a l , 2003) e anti-hipertensivas (Batista et a l , 1996) na medicina caseira Porem, 
somente foram descritas ações hipotensora e anti-hipertensiva (Pereira, 1956) e, mais 
recentemente, mtensa atividade antioxidante de seu extrato hidroalcoolico (Menezes et a l , 
2004)
Esta planta tem sido objeto de interesse por ser uma fonte rica em alcalóides 
indolicos, sendo que muitos deles ja  foram isolados, como ajmalina, ajmalinma, serpentina 
ajmalidina, tetrafilicina (Pakrashi et a l , 1955), ancina, ajmalicina, reserpma e 
pytetrahidroalstonma (Hochstein, 1955), raucaffnnolina, perakina e sellownna Estes três 
últimos foram isolados de uma amostra coletada em Curitiba, Parana Vomilemna, 12- 
demethoxytabemulosma, picnmna e 19o ,20a-enoxy-akuammicina tambem foram isolados 
de uma amostra coletada no Rio Grande do Sul (Batista et a l , 1996)
O Himatanthus lancifolius (Mull Arg) Woodson (Apocynaceae) e uma arvore 
descnta nas regiões de Minas Gerais, Espinto Santo, Rio Grande do Sul, Goias e 
Amazônia Popularmente conhecido como agoniada, possui um grande potencial medicinal
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também pelo alto conteúdo alcaloidico que vem sendo isolado Suas cascas têm sido 
indicadas na medicina tradicional, para o tratamento de doenças de pele asma, sífilis e 
principalmente, como estimulante das contrações uterinas e regulador das menstruações 
(Corrêa, 1984) Atividades antibactenanas tambem ja foram descritas (Souza et a l , 2004) 
Conhecido no Brasil como pequizeiro, o Caryocar brasiliense Cambess 
(Caryocaraceae) encontra-se, principalmente na região-central do Brasil e seu o uso na 
medicina caseira e amplo Suas flores folhas e o oleo das sementes (Granja e Barros, 
1982), assim como o oleo de sua polpa (Vilela, 1998), são utilizados contra resfnados, 
bronquites, edemas e comõ” regulador menstrual As folhas tambem são usadas para o 
tratamento de doenças hepaticas (Bezerra et al 2002)
Em estudo realizado com extratos brutos das folhas, cascas e mesocarpo do fruto 
(pequi), Cardoso relatou efeito contra a proliferação de Leishmama amazonensis, em 
modelos animais (Cardoso 2001) Em outrc estudo utilizando extrato do endocarpo de 
pequi, atividade toxica para o Toxoplasma gondu foi descnta (Santiago 1998) Atividade 
antifungica foi relatada em estudos com o extrato das folhas (Passos et a l , 2002) O acido 
oleanolico isolado do pequizeiro demonstrou efeito inibidor sobre o desenvolvimento de 
sarcoma 180 em camundongos portadores do tumor (Oliveira et a l , 1970)
As raizes de Hybanthus bigtbbosus (St -Hil) Hassler (Violaceae) e as folhas de 
Anchieta pyrifoha (Mart) G Don (Violaceae), conhecidas popularmente como canela-de- 
veado e cipo suma, respectivamente, são plantas usadas na medicina caseira como 
depurativas e, tambem, por pacientes portadores de quadros alérgicos (Silva et a l , 2004) 
Apesar de seu amplo uso, são escassos os estudos que possam delinear ou esclarecer 
aspectos importantes referentes as sutis propriedades farmacológicas
A Bauhmia microstachya (Raddi) Macbnde (Caesalpimaceae), conhecida 
popularmente como escada-de-macaco, e uma planta típica das areas tropicais do planeta e 
faz parte de uma coleção de quinze especies, juntamente com o pau-pra-tudo e o cipo- 
suma, que foram selecionadas pelo seu amplo uso na medicina caseira, como 
hipoghcemiante, analgésico e diurético, durante um trabalho etnofarmacobotâmco 
realizado recentemente com a população residente na area da Usma Hidroelétrica de Salto 
Caxias, sudoeste paranaense (Silva et a l , 2004) Recentemente ensaio com o extrato 
hidroalcoohco de suas folhas demonstraram uma elevaaa capacidade antioxidante 
(Menezes et a l , 2ÜÕ4)
A Pfaffia glomerata (Spreng ) Pedersen (Amaranthaceae), comumente chamada de 
ginseng brasileiro por ser amplamente comercializada como substituta do Panax ginseng
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t ginseng — Araliaceae), e utilizada na medicina popular como antidiabetica, tônica e 
cicatnzante de lesões gastncas e reumatismos (Oliveira 1986) Estudos com o extrato 
hidroalcoolico das raizes e nzomas demonstraram atividade depressora do sistema nervoso 
central (de-Pans et al 2000) Estudos com outras especies do gênero demonstraram 
efeitos antitumorais analgésicos e antunflamatorios (Nishimoto et a l , 1984), sendo que, 
recentemente, estes dois últimos efeitos foram relatados tambem para o extrato 
hidroalcoolico das raizes do ginseng brasileiro (Neto et a l , 2005)
Em contraste com a vasta literatura existente para a equinacea, camomila, pau-pra- 
tudo e pequizeiro, as plantas agoniada, canela-de-veado, cipo-suma, escada-ue-macaco e o 
ginseng brasileiro possuem escassos estudos (ou mesmo inexistentes) que possam delinear 
ou esclarecer aspectos importantes referentes as suas possíveis propnedades biologicas, 
visto que em suas composições fitoquimicas, resumidas na Tabela 2 (Presibella, 2003, de 
Paula, 2004), estão vanos tipos de moléculas biologicamente ativas que, em alguns casos, 
ja foram relatadas como responsáveis por eventos envolvidos na defesa imunologica
nela 2 GruDos químicos identificados nos extratos hidroetanólicos 
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(-) ausência, (+) presença
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Dessa forma, estas plantas tomaram-se alvo de nosso interesse amparadas não so 
no fato de serem muito usadas na medicina caseira, mas e principalmente, porque suas 
indicações de uso, assim como sua composição química, podem estar de uma forma ou de 





Este trabalho tem por finalidade o estudo in vitro dos efeitos de extratos e 
compostos extraídos de plantas medicinais sobre linfocitos humanos por citometna de 
fluxo
Objetivos específicos
Investigar os efeitos dos alcalóides vimblastina, vindolina e penvina e dos extratos 
preparados das raizes de Echinacea purpurea (L ) Moench e de Pfaffia glomerata 
(Spreng) Pedersen, das folhas de Bauhima microstachya (Raddi) Machr, das folhas e do 
mesocarpo mtemo do Caryocar brasihense (Cambess), das raizes de Hybanthus 
bigibbosus (St -H il) Hasaler, dos capítulos florais de Chamomilla recutita (L ) Rauschert, 
das cascas de Himatanthus lancifolius (Mull) Argov, das folhas de Anchieta pyrifolia 
(Mart) G Don e das cascas de Rauwolfia sellown (Mull) Argov sobre a transformação 
blastica e a proliferação de linfocitos humanos
Investigar os efeitos dessas mesmas substâncias e extratos sobre a transformação 
blastica e proliferaçãtTde hnfocitos humanos estimulados por fitohemaglutinma
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MATERIAL E MÉTODOS
Os sais e reagentes utilizados neste trabalho são de procedência Merck ou Sigma 
Para o preparo das soluções, utilizou-se agua pura obtida pelo sistema Puntech/Permution
As soluções foram preparadas e, em seguida esterilizadas por calor umido 
(autoclavação a 121°C, 30min, latm) ou por filtração (0,22 pm - Acrodisc) e, 
posteriormente, armazenadas-  em temperaturas apropriadas para sua conservação 
(temperatura ambiente, 4 - 8°C ou a -20°C), ao abrigo da luz, conforme indicado
Toda a manipulação do material biologico foi realizada em condições de 
esterilidade usando fluxo continuo vertical, modelo FLVQ TAM 12 TROX
Soluções
Solução salina tamponada com fosfatos (PBS) NaHfePC^BtO (150mmol/l), 
Na2HPC>4 (150mmol/l) e NaCl (154mmol/l) em agua Apos ajuste do pH para 7,2 - 7,4 com 
solução de NaOH IN, procedeu-se a esterilização por autoclavação e armazenamento a 4 - 
8°C (Dacie e Lewis, 1995)
Solução H2SO4  1% (v/v) acido sulfurico P A , na proporção de 1 100 em agua
Solução de Turk acido acético glacial em agua a 3% (v/v)
Solução de azul de tripano a 0,4% (p/v) azul de tnpano em solução salma 
tamponada com fosfato
Meio com Jitohemaglutmina (M-PHA) meio para canotipo comercial (Cultilab, 
Campinas/SP), contendo PHA em RPMI 1640, HEPES e soro fetal bovino, conservado a 
temoeratura de -20°C e ao abngo de luz, conforme instruções do fabricante
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Meio RPMI 1640 meio RPMI 1640 (Gibco) em po foi dissolvido em agua 
conforme instruções do fabricante, esterilizado por filtração (0 22pm - Acrodisc) e 
conservado a temperatura de -20°C
Meio RPMI suplementado com 10% (v/v) de soro humano heterologo na hora do 
uso soro humano obtido de uma mistura de soros provenientes de sangue de, pelo menos, 
vinte doadores, foi acrescentado ao meio RPMI 1640 na proporção de 1 10 em condições 
de esterilidade
Alcalóides
Para o estudo do efeito de alcalóides indolicos utilizou-se as seguintes substâncias 
sulfato de vimblastma, em ampolas, Laboratono Foulding Farmacêutica do Brasil Ltda, 
registro 1 3139 0015 no Ministério da Saude, vindolina e penvina, na forma de po, 
produzidos pelo Laboratono Eh Lilly & Co Indianapohs, U S A  com os registros 801- 
891B-128A e 232-579-51-3, respectivamente
Extratos
Extrato das raizes de Echinacea purpurea (L ) Moench, Compositae, Asteraceae 
(equinacea) foi adquindo no comercio local na forma encapsulada, produzido pelo 
laboratono botânico Herbanum LTDA com registro 1 1860 0008 no Mimsteno da Saude 
Raizes de Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen, Amarathanceae (ginseng brasileiro) foram 
coletadas nas ilhas e margens do Rio Parana, município de Querência do Norte, Parana, 
cujo exemplar esta depositado no Herbano do Departamento de Botânica da Universidade 
Federal do Parana, sob registro UPCB n° 38 609 Folhas de Bauhima microstachya (Raddi) 
Machr, Caesalpimaceae (escada-de-macaco) foram coletadas na região de Morretes, 
Parana, e um exemplar encontra-se depositado no Herbano do Museu Botânico de 
Cuntiba, sob registro 264 361 Folhas e mesocarpo interno de Caryocar brasihense 
Cambess, C arrocaraceàe (peq*" /pequizeiro) foram cole ados na região de Montes Claros, 
Mmas Gerais, e um exemplar encontra-se depositado no herbano do Departamento de 
Botânica da UFPR, sob registro 46 279 Capítulos florais de Chamomilla recutita (L ) 
Rauschert, Asteraceae (camomila), adqumdos no comercio de Cuntiba, foram submetidos
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a analise farmacognostica recomendada pela Farmacopeia Brasileira IV (1996) e uma 
amostra encontra-se depositada no Laboratono de Farmacognosia, Departamento de 
Farmacia UFPR Cascas de Himatanthus lancifolius (Mull) Argov, Apocynaceae 
(agoniada) foram adquiridas comercialmente na região metropolitana de São Paulo, SP, e 
identificadas conforme descrição da Farmacopeia Brasileira I e por comparações macro e 
microscópicas com amostras autênticas contidas na Herboteca do Laboratono de 
Farmacognosia, Departamento de Farmacia da UFPR, cuja amostra encontra-se depositada 
na herboteca deste laboratono Algumas das plantas medicinais utilizadas neste trabalho 
foram coletadas na area onde se situa a atual represa da usma hidroeletnca de Salto Caxias, 
Parana Apos serem identificadas e classificadas de acordo com o Codigo Internacional de 
Nomenclatura Botânica (McNeill et a l , 2000), exemplares foram depositados no herbano 
do Departamento de Botânica da UFPR, como a seguir raizes de Hybanthus bigibbosus 
(St-Hil) Hassler, Violaceae (canela-de-veado), registro 42 366, folhas de Anchieta 
pyrifolia (Mart) G Don, Violaceae (cipo-suma), registro 42 427, cascas de Rauwolfia 
sellowu (Mull) Argov, Apocynaceae (pau-pra-tudo), sob registro 42 384
Extratos armazenados a -20°C foram preparados por maceração do matenal 
botânico seco e moido em etanol a 20% (v/v) por 48 horas, seguida de filtração e 
evaporação a 45-55°C ate completo esgotamento do material, monitorado por meio de 
abordagem fitoquimica rapida Apos liofilização em aparelho Labconco. foram re- 
suspensos em RPM I1640, estenlizados por filtração (0,22pm - Acrodisc) e aliquotados
Obtenção de leucócitos humanos
Foram usados, como fonte de leucócitos, dez a vinte mililitros de sangue penfénco 
venoso hepanmzado, colhido de voluntanos Nenhum dos doadores fazia uso de 
medicamento por ocasião da coleta As amostras foram colhidas de indivíduos sem 
manifestação de sinais ou sintomas de doença, apos consentimento livre e esclarecido, 
aprovado pelo Comitê de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do Hospital de Clínicas 
da UFPR, sob Protocolo CEP/HC 10, EXT 059/2003-10 (Anexo A)
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Isolamento de mononucleares humanos
Sangue anticoagulado foi centrifugado a 200g por 15 minutos a temperatura 
ambiente (T A ) para eliminação do plasma rico em plaquetas A seguir obteve-se o creme 
leucocitano apos centrifugação a 800g por 25 minutos em T A , o qual foi re-suspenso em 
12ml de PBS Apos homogeneização, a suspensão celular foi transferida para tubo de 
centrifuga contendo 3ml de Ficoll-PaqueIM PLUS (Amersham, Biosciences) e centrifugada 
a 200g por 30 minutos a T A As células mononucleares (MNC), retidas na interface das 
soluções, foram removidas, lavadas duas vezes em PBS (400g por 10 mmutos em T A ) e 
re-suspensas em RPMI 1640 suplementado com 10% (v/v) de soro humano Depois de 
enumerada com auxilio de câmara de Neubauer Improved, a concentração celular foi 
ajustada para se obter a concentração final de 106 celulas/ml
Contagem celular
Para a avaliação do numero de células, as amostras foram diluídas em solução de 
Turk e enumeradas com o auxilio de câmara de Neubauer Improved A contagem 
diferencial dos leucócitos foi realizada sob microscopia de imersão (xlOOO) em extensões 
sanguíneas preparadas na hora da coleta, secas ao ar e, posteriormente coradas com May- 
Grunwald-Giemsa (Dacie e Lewis, 1995) Um mimmo de 100 células foi analisado por 
experimento
Teste de viabilidade e citotoxicidade celulares
Mononucleares isolados foram diluídos em solução de azul de tnpano a 0,4% (p/v) 
em PBS e sua viabilidade observada ao microscopio optico (Olympus CH30) e as células 
discriminadas como viáveis apresentavam-se íntegras brilhantes, incolores e redondas, 
enquanto que as não viáveis mostraram-se coradas em azul, muitas com perda da definição 
de contorno Somente amostras contendo um numero maior que 95% de células viáveis 
foram utilizadas nos experimentos
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Preparo de citocentnfugados
Para observação da composição das frações celulares, preparações citologicas 
foram obtidas apos submeter-se 2x104 células a 1500rpm por 5 minutos em T A , sob baixa 
aceleração em citocentnfuga CytoproIM (Wescor) Em seguida, as lâminas secas ao ar 
foram coradas com May-Grunwald-Giemsa (Dacie e Lewis 1995) e as células 
diferenciadas e enumeradas com auxilio de um microscopio optico Fotografias foram 
obtidas usando-se o software IMAGE PRO PLUS acoplado ao microscopio
Ensaios de Imunomodulação
MNC (106celulas/ml) tratados com proporções crescentes (5, 10, 25, 50, 75 e 90%) 
do meio de cultura Meio para Canotipo (RPMI) enriquecido com fitohemaglutinina 
(Cultilab-Campinas/SP) em relação ao volume final da cultura foram incubados em placas 
estereis de 96 cavidades (TPP), a 37°C, por 3 a 5 dias, em atmosfera de 5-10% de CO2 
(Bier, 1977) Cada ensaio foi realizado em tnplicata e, como resultado de cada 
experimento usou-se a media da tnplicata
Para avaliar a atividade imunomodulatona espontânea e induzida por PHA de 
alcalóides e extratos de plantas medicinais sobre MNC humanos concentrações crescentes 
dos mesmos foram adicionadas aos ensaios e incubados, como descrito acima Em alguns 
experimentos com o extrato de pau-pra-tudo, concentrações especificas foram adicionadas 
apos 72 horas de incubação das suspensões de MNC com M-PHA Em outros, 10% de 
meio M-PHA foi adicionado a culturas de MNC previamente incubados por 24 horas com 
concentrações especificas do extrato
Ativação de linfócitos avaliada morfologicamente (transformação blástica)
Citocentnfiigados dos diferentes grupos foram preparados, corados com May- 
Grunwald-Giemsa e a morfologia das células observada sob imersão em microscopio de 
luz Lmfocitos foram reconhecidos por seu aspecto morfologico característico, 
apresentando-se como células arredondadas, pequenas (10um ou menos de diâmetro), 
mant“n^c c ila d a  reação nucleo-citoplasmÁtica, citoplasma geralmente escasso, de 
coloração azul, ausência de granulação especifica, nucleo arredondado e denso, com 
cromatina apresentando-se com agregados irregulares e eventual presença de estruturas 
semelhantes a nucleolos, poréntmal definidos Linfocitos transformados pela ação de
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fitohemaglutinma foram considerados como blastos ou hnfoblastos e identificados como 
células maiores do que linfocitos não-ativados (10 a 20um de diâmetro), citoplasma azul 
intenso, geralmente vacuolizado, com Complexo de Golgi desenvolvido, definido como 
area não corada ao redor do nucleo, presença de dois ou mais nucleolos visíveis, 
proeminentes e delineados, com volume aumentado cromatina delicada (Lee et a l . 1999)
Ativação/proliferação de linfócitos avaliada por citometna de fluxo
Apos incubação, as células MNC foram transferidas para tubos de ensaio 
apropriados e analisados com um citômetro de fluxo modelo FACSCalibur, equipado com 
laser de Argômo (488nm) e detectores de dispersão para tamanho e complexidade interna, 
Becton & Dickmson Para cada analise, eventos foram adquiridos por 30 segundos na 
velocidade alta em escala linear Gráficos baseados no tamanho (FSC - forward hght 
scatter) e na complexidade interna (SSC - side hght scatter) das células foram construídos 
usando-se janelas discriminatórias para as populações de lmfocitos (Rl) e blastos (R2) Em 
alguns experimentos, as analises se basearam na aquisição de 104 eventos Os dados foram 
analisados usando-se o software WinMDI 2 8
O efeito proliferativo foi avaliado através do índice de proliferação (IP), onde a 
media aritmética das tnplicatas (X) dos valores obtidos por ensaio foram aplicadas como a 
seguir
jp _ X (células detectadas em R 2 ) teSte 
X (células detectadas em R 2 ) controie
Análise estatística
Os resultados estão apresentados como a media ± 1 erro padrão da media (EPM) 
Para analise estatística dos resultados, usou-se o teste t, de Student Os cálculos foram 
realizados utilizando-se o software OnginPro 6 1 e valores de p  < 0,05 foram considerados 
significativos Quando necessário, analises foram realizadas para a obtenção do mdice de 
correlação (r) entre dois grupos u^ando-s“ o teste de correlação de Pearson
33
RESULTADOS E DISCUSSÃO
A capacidade que linfocitos tem de serem ativados e proliferar quando expostos a 
mitogenos tem sido usada como um instrumento para avaliar o status funcional dessas 
células O desenvolvimento de tecmcas in vitro de cultivo de lmfocitos tem aplicação 
pratica que se verifica em laboratonos de imunologia clinica, com o objetivo de 
diagnosticar indivíduos portadores de distúrbios relacionados a defesa imunologica 
mediada por células Tem, tambem, proporcionado ferramentas para elucidar os 
mecanismos que envolvem as respostas imunologicas assim como para o estudo do efeito 
imunomodulador de vanas substâncias
Muitas plantas têm sido utilizadas r.a medicina tradicional, não so pela sua 
eficiência em curar ou atenuar os efeitos da resposta ímunologica, mas tambem pela 
facilidade de acesso e relativo baixo custo, uma vez que crescem naturalmente com relativa 
abundância em nosso solo Neste contexto a proposta de avaliar o potencial 
imunomodulador de extratos preparados das plantas medicinais popularmente conhecidas 
como camomila pau-pra-tudo, canela-de-veado, cipo-suma, pequizeiro, escada-de- 
macaco, agoniada, equinacea e ginseng brasileiro, teve como finalidade fornecer 
embasamento cientifico ao seu uso popular e, dessa forma, eventualmente colaborar com 
programas de pratica medica que possam orientar seu uso para distúrbios que 
comprometem o sistema imunologico
Como anteriormente citado, as metodologias mais frequentemente utilizadas para 
avaliação da atividade imunomodulatoria empregam a estimulação ínespecifica de 
hnfocitos com mitogenos naturais tais como as lectinas PHA e ConA Os eventos 
celulares evidenciados apos a sensibilização ou ativação celular, conhecida como 
transformação blastica, requerem a interação do mitogeno com receptores apropriados 
presentes nas células efetoras e, em particular, nos linfocitos A marca registrada da 
ativação linfocitaria e representada pelo aumento da síntese de DNA, culminando na 
expansão policlonal desta população As células resultantes desses processos podem 
influenciar as reações imunologicas e são coletivamente denommaaas células efetoras
Neste trabalho, investigou-se o efeito imunomodulador dos alcalóides penvina, 
vindolina e vimblastina, alem de extratos obtidos de vanas plantas sobre células 
mononucleares, especialmente linfocitos, obtidos de sangue penfénco de voluntanos que,
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por ocasião da coleta relataram não apresentar sinais e/ou sintomas de doença e não fazer 
uso de medicamentos ha, pelo menos uma semana
Para tanto, alguns ensaios foram realizados Pnmeiro investigou-se a capacidade 
dessas substâncias em promover a ativação celular de MNC (transformação Imfoblastica), 
a qual foi avaliada pela analise morfologica das células em preparações coradas, apos sua 
incubação com as substâncias em estudo e pelo seu comportamento em um citômetro de 
fluxo Em paralelo, avaliou-se, tambem, seus efeitos sobre a proliferação espontânea de 
linfocitos apos cultivo por 5 dias, assim como seus efeitos sob a influência de PHA
Obtenção de linfócitos
Apos aprovação pelo Comitê de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do Hospital 
de Clinicas UFPR, amostras sanguíneas de voluntários sadios foram colhidas e, em 
seguida, processadas para obtenção dos MNC, usando-se gradiente de densidade O 
rendimento medio de MNC recuperados apos este processamento foi de 53,8±2,01% 
(n=26), sendo 98,9±0,7% dessa fração composta por linfocitos, avaliada em preparações 
coradas com May-Grunwald-Giemsa, antes e apos o procedimento
A viabilidade dos MNC recuperados apos enriquecimento usando-se o teste com 
azul de tnpano, o qual baseia-se na habilidade que a membrana plasmatica de células 
viáveis (vivas) possui de excluir o corante (Merchant et a l , 1964), foi de 96,7±3,1% 
(n=52), os quais apresentaram-se bnlhantes e com morfologia esfenca quando observados 
sob microscopia de luz, indicando que esta etapa do processo de isolamento não causou, 
por um lado, dano celular ou, por outro lado, ativação celular
Citotoxicidade da fitohemaglutinina
Por ser uma substância com reconhecida capacidade de estimular linfocitos T 
humanos in vitro, PHA foi a lectina de escolha para estudo e comparação dos efeitos 
causados por extratos de plantas medicinais e alguns alcalóides sobre MNC propostos 
*cSte +rab?,J"> Entretanto, por ser um.i substância de relativa toxicidade para MNC e não 
se tê-la como reagente puro, uma sene de experimentos preliminares foram necessanos 
para se obter cinéticas ideais de transformação e de proliferação Neste sentido, 
concentrações proporcionais crescentes do preparado comercial Meio de Cultivo para
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Canótipo (M-PHA), o qual constitui-se do meio Meio RPMI 1640 contendo PHA e é 
rotineiramente utilizado para proliferação in vitro de células de sangue periférico e de 
medula óssea com finalidades diagnosticas, foram adicionadas a suspensões de MNC e 
seus efeitos monitorados a 37°C, entre 72 (3 dias) e 120 horas (5 dias) de cultivo, sob 
atmosfera de 5% de CO2
Como ilustrado na Figura 3, quando os MNC foram mcubados somente em meio 
RPMI 1640 suplementado com 10% de uma mistura de soros humanos, o número de 
células viáveis decresceu com o aumento do período de incubação A viabilidade média 
observada foi de 87,6±1,3% (n=8) em culturas de 3 dias, enquanto que, após 4 e 5 dias de 
cultivo, declínio significativo foi observado, registrando valores de 73,6±3,5% (n=8, 





Figura 3 Influência da fltohemaglutinina na viabilidade de mononucleares humanos m 
vtíro Mononucleares (MNC) obtidos de sangue penfenco de voluntanos sadios, apos 
isolamento em gradiente de densidade, foram tratados com proporções crescentes, como 
indicado, do meio de cultura comercial Meio para Canotipo enriquecido com fítohemaglutmma 
e mcubados a 37°C por 3 a 5 dias, em atmosfera de 5-10% de CO2 Cada linha representa a 
viabilidade media ± EPM em percentagem dos MNC, verificada pelo teste com azul de tnpano
Entretanto, quando mcubados na presença de concentrações crescentes de M-PHA, 
após 3 dias de incubação, a viabilidade média dos MNC manteve-se supenor a 80% até a 
concentração de 25% (v/v) de meio, quando então, observou-se um declínio dose- 
dependente significativo em relação ao controle sem PHA, com somente 67,1±3,1,
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64 3±2,5% e 54,3±3,5% das células mantendo-se viáveis para as proporções de 50, 75 e 
90%, respectivamente (n=8, /?<0,0001 para todos) O potencial toxico apresentado pela 
PHA em altas concentrações foi tambem, bastante evidente apos 4 e 5 dias de incubação, 
onde uma viabilidade celular media de 60,1 ±2,1% (n=8, p<0,01) foi registrada na presença 
de 75% de M-PHA, apos 4 dias de cultivo Quando se incubou os MNC com 90% de M- 
PHA, pasados 5 dias, somente 47,5±0,5% (n=8, p<0,05) dos-MNC mantiveram-se vivos
Em contraste na presença de somente 5 ou 10% de M-PHA a viabilidade media 
observada foi de 86,8±2,7% (n=8, /?<0,01) e 89,9±1,7% (n=8, p<0 001) respectivamente, 
apos 4 dias de incubação, e dé~80,9±4,5% e 82,1 ±5,0% (ambos n=8, /?=0,02) apos 5 dias, 
sendo significativamente superiores as concentrações elevadas avaliadas, assim como aos 
valores observados para as sem PHA
Os resultados experimentais obtidos demonstram que a PHA e de fato, toxica para 
MNC humanos Alem disso, eles estão de acordo com relatos de outros que demonstraram 
semelhante ação toxica, porem sobre lmfocitos de sangue penferico de mamíferos, como 
camundongos (Knstensen et a l , 1982c) e cachorros (Knstensen et al 1982a), onde o 
numero de células viáveis, apos 42 horas de incubação com PHA, reduziu-se em cerca de 
50%, comparando com mais de 70% de células que desapareceram das culturas i ào 
tratadas
Entretanto deve-se tambem considerar a hipótese de que, pelas condições de ensaio 
utilazadas, essa queda de viabilidade possa estar relacionada ao consumo/exaustão de 
nutnentes do meio pelas células, interferindo com sua sobrevivência
Efeitos da fltohemaglutinina sobre a ativação de linfócitos
Um dos meios de se estudar a ativação de linfocitos e pela alteração de sua 
morfologia, observada sob microscopia de imersão, em preparações fixadas e coradas por 
corantes hematológicos comuns Linfócitos se caracterizam como células pequenas e 
arredondadas, com cerca de lOpm de diâmetro, elevada relação nucleo-citoplasmatica, seu 
citoplasma e geralmente escasso, de coloração azul em, sem a presença de granulação 
especifica, seu nucleo tam ^ * arredondado, denso, com cromcítma apresentando-se com 
agregados irregulares e a presença de estruturas semelhantes a nucleolos e eventual, porem 
mal definidos quando presentes Em um citômetro de fluxo, esta população ocupa uma 
posição característica, de baixos-FSC (x) e SSC (y), ou seja, ocupam o canto esquerdo
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inferior de um eixo de coordenadas (ver próximo item). Linfócitos transformados pela ação 
de fítohemaglutinina apresentam-se com morfologia característica de células primitivas ou 
blásticas (linfoblastos). sendo células maiores do que linfócitos não-ativados. com cerca de 
10 a 20um de diâmetro, citoplasma azul escuro intenso, geralmente vacuolizado. com 
Complexo de Golgi desenvolvido, definido como área não corada ao redor do núcleo; este 
se apresenta com cromatina delicada, presença de dois ou mais nucléolos proeminentes e 
bem delineados (Lee et al., 1999). No citômetro de fluxo, esta população ocupa uma área 
de baixos FSC e SSC. porém mais elevados quando comparados à população não ativada.
Ao avaliar-se a morfologia dos MNC em citocentrifugados corados com Mav- 
Grunwald-Giemsa preparados após os diferentes intervalos de incubação, observou-se que, 
em média, somente 5.8±1.2% (n=6) das células tinham morfologia característica de 
linfoblastos nas culturas onde PHA não foi adicionada, sendo o restante constituído por 
linfócitos. Em contraste, linfoblastos constituíram 89.6±1.2% (n=30; p<lxlO 'iJ) das 
populações estimuladas com PHA. Essa distribuição distinta de linfócitos e linfoblastos nas 
culturas, cuias morfologias estão ilustradas na Figura 4. foi independente da concentração 
de M-PHA e do tempo de incubação.
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Meura 4. Efeito in vitro da fitohemagiutinina sobre a morfologia de 
linfócitos humanos. Linfócitos obtidos aDÓs isolamento com gradiente de 
densidade tòram incubados a 37°C em atmosfera de 5% de CO? em meio de 
cultura contendo fítohemaglutinina. Após 72 horas, citocentrifugados foram 
preparados e corados com May-Urünwald-Uiemsa e observados sob imersão em 
microscópio comum. Linfócitos (LI e linfoblastos (B) foram distintos entre si 
Dela sua morfologia característica (xlOOO).
Estes resultados indicaram e confirmaram que de fato a PHA e um potente 
ativador de linfocitos humanos, promovendo a transformação da maioria dos linfocitos T a 
ela expostos, e que o sistema experimental utilizado permitiu recapitular os efeitos in vitro 
descritos para a PHA
Efeitos da fitohemaglutinina sobre a proliferação de linfócitos
Embora um linfocito, para proliferar necessite de ativação previa, os mecanismos 
que regem a ativação celular são diferentes daqueles que atuam sobre a proliferação celular 
(Weiss e Samelson, 2003) Ou seja, uma substância pode agir sobre linfocitos ativando-os, 
mas esta ativação pode não estar relacionada aos mecanismos que levam a sua 
proliferação Sendo um dos objetivos deste trabalho investigar a ação de extratos e de 
substâncias purificadas de plantas medicinais sobre a proliferação de linfocitos in vitro, 
avaliou-se primeiramente a capacidade da PHA em promover sua ativação comparando-se 
o comportamento de MNC expostos a sua ação com aquele exercido pela mesma 
população na ausência do mitogeno
Como medida desta atividade, utilizou-se a tecnologia de citometna de fluxo (CF), 
onde os eventos podem ser demonstrados graficamente por meio de pontos em um eixo de 
coordenadas Neste contexto, cada ponto representa um evento e cada evento, uma celula 
detectada no sistema
A estrategia utilizada para avaliar a ativação de MNC por CF, ilustrada com 
detalhes na Figura 5, baseou-se em conceitos clássicos que distinguem cada tipo de celula 
presente na medula ossea ou no sangue penfenco de acordo com seu tamanho (FSC -  
forward side scatter) e complexidade interna (SSC -  side hght scatter) (Civin e Loken, 
1987) e no trabalho de Knstensen e colaboradores (Knstensen et a l , 1982b), com algumas 
modificações
A janela RI foi então, delineada de forma subjetiva para especificar a população de 
linfocitos, caracterizados por baixos FSC e SSC, correspondente a células de pequeno 
tamanho e complexidade citoplasmatica simples (Civin e Loken, 1987), a janela R2 foi 
t.açada, tambem de forma subjetiva, para ca rac te riza  ~elulas ativadas (lmfoblastos), 
baseada em (1) estudos correlacionando a citometna de fluxo com a incorporação de 
timidina radioativa (Knstensen et a l , 1982b, Wang e Zheng, 2002) e (2) apos analise das 
populações de MNC cultivadas durante 3 dias na presença de PHA, as quais demonstraram
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deslocamento no grafico quando comparadas as mesmas populações não estimuladas 
submetidas a condições similares de cultivo
Linfocitos de sangue perifenco humano estimulados com PHA ou ConA possuem 
elevado conteúdo em RNA apos 32 horas de exposição quando comparado aos conteúdos 
de RNA e DNA de linfocitos não estimulados (Knstensen et al 1982b) Sabe-se que ao 
serem estimuladas, essas células geralmente encontram-se na fase Gi do ciclo celular, o 
qual corresponde ao intervalo entre a finalização da divisão celular (mitose) e o inicio da 
síntese de DNA (Alberts et a l , 1994) Observou-se, tambem, que o baixo numero de 
células em Gi coincide com baixos mveis de IL2 no sobrenadante dessas culturas (Bettens 
e ta l, 1982)
Neste contexto, 92,6±4 3% (n=22) dos MNC do grupo controle permaneceram em 
RI apos incubação, em contraste com os 16,1±4,9% (n=22, /?<lxlO'JO) observados, nesta 
região, nas culturas estimuladas com PHA Ou seja, na presença de PHA, 83,9±4,9% 
(n=22) das células, de fato, se deslocam para a região R2, corroborando com observações 
descritas por outros (Games et a l , 1996), sugerindo que esse deslocamento esta 
relacionado a ativação celular
Esses resultados tambem estão de acordo com a analise citologica dessas duas 
populações estudadas (e ja anteriormente referida), onde a população não estimulada 
constituiu-se predominantemente de hnfocitos, enquanto que aquela incubada na presença 
de PHA, demonstrou que acima de 89% de suas células eram imaturas, com características 
morfologicas de blastos De fato, quando se correlacionou os dados obtidos por CF com as 
analises citomorfologicas, um índice de correlação de r = 0,98 foi obtido, indicando que os 
pontos deslocados para a região R2 nos gráficos FSC x SSC representam linfocitos que 
foram ativados pela ação da PHA, sofreram transformação blastica e deram ongem a 
linfoblastos funcionais
Com essas considerações e uma vez que os resultados demonstraram claramente 
que ha posicionamento grafico distinto entre células ativadas/transformadas e células em 
repouso, corroborando com dados da literatura, tomou-se possível estudar o efeito de 
substâncias sobre a ativação/proliferação de hnfocitos pela analise do numero proporcional 
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Figura 5. Estratégia para análise da ativação de linfócitos por citometria de fluxo. Os
gráficos representam as populações de leucócitos obtidos de sangue periférico de voluntários 
sadios (A) analisados por citometria de fluxo, onde as características de tamanho (FSC) e 
complexidade interna (SSC) foram utilizadas para distinguir cada população e definir as regiões 
para avaliar a ativação de linfócitos do grupo controle (B) e do grupo estimulado com 
fitohemaglutinina (C). RI denota a região delimitada para linfócitos não ativados, cuja 
morfologia clássica, após coloração com May-Grunwald-Giemsa, pôde ser observada em 
citocentrifiigados preparados após o período de cultura (destaque); R2 delineia a região para 
linfócitos ativados, que se transformam em linfoblastos, cujas características morfológicas estão 
no destaque. R3 delimita a área correspondente aos granulócitos e R4, e de monócitos. Cada 
ponto representa uma célula detectada pelo sistema.
Entretanto R2 inclui tambem células que estão em RI E provável que essas células 
sejam tambem linfocitos que, por algum motivo, não foram sensíveis a ação da PHA Essa 
afirmação decorre do fato de que, na mesma analise morfologica anteriormente referida, 
observou-se que uma pequena fração das células incubadas com PHA permaneceu com 
características morfologicas de lmfocitos Neste sentido ha observações de que mais de 
80% do total de hnfocitos podem sofrer ativação quando expostos a lectinas em condições 
apropnadas (Ashraf e Khan, 2003), ou seja, nem todos os linfocitos expostos a presença de 
lectmas mitogêmcas serão estimulados Outra possibilidade e que esta população possa ser 
constituída de lmfocitos B, insensíveis a ação desta lectina como ja referido por outros 
(Janossy e Greaves, 1971, Greaves e Janossy, 1972), e que fazem parte da fração onginal 
de MNC Neste caso, o uso de anticorpos monoclonais específicos para as diferentes 
subpopulações de linfocitos, tais como B e NK, poderia elucidar esta hipótese Amda não 
Sw deve excluir tambem a possibilidade de que essas células possam ser uma fração menor 
de lmfocitos T, provavelmente subtipos de T, não responsivos a PHA nas condições 
experimentais usadas, como ja descrito por outros (Greaves et a l , 1972, Janossy e 
Greaves 1972)
Apos discriminar graficamente as populações de lmfocitos e de hnfobia&íos como 
RI e R2, respectivamente, considerou-se como índice proliferativo (IP) a relação inversa 
entre o numero de eventos obtidos em R2 do grupo controle (sem adição de mitogeno) e os 
eventos obtidos em R2 dos grupos tratados com PHA, como melhor descrito na seção de 
Matenal e Métodos, e utilizado por vanos pesquisadores (Stemme e Kallberg, 1992, 
Games et a l , 1996, Wang e Zheng, 2002)
Embora se teni& constatado que a PHA ativou a maiona da população de hnfocitos 
T presentes nos MNC, causando sua transformação, observou-se que, apos três dias de 
incubação, nenhuma das concentrações testadas do meio contendo PHA foi capaz de 
promover sua proliferação, a qual tomou-se evidente a partir do quarto dia de incubação, 
nas concentrações de 5, 10 e 25% de M-PHA, com um aumento significativo de 1,89±0,22 
(n=4, /K0,01), 2,95±0,28 (n=5, p<0,001) e 1,77±0,22 (n=5, p<0,01) vezes 
respectivamente, em relação ao grupo não tratado Esses resultados estão melhor ilustrados 
na Figura 6
Apos 5 cnas de incubação, todas as concentrações de M-PHA testadas foram 
eficientes em estimular a divisão celular, apresentando aumento significativo do numero de 
células em relação ao controle não estimulado Porem, foi na concentração de 10% de M- 
PHA onde se observou o melhor e mais significativo efeito, com um IP de 4,90±0,19 vezes
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maior do que o obtido para o controle (n=4; /?<0,00001). De forma semelhante, maior e 
significativo estímulo também foi observado nesta concentração de M-PHA quando se 
comparou o controle à melhor resposta proliferativa obtida com 4 dias de incubação, onde 
obteve-se um índice de 2,95±0,28 em relação ao controle (n = 5;p  = 0,001) (Figura 6).
Em contraste, nas culturas onde as concentrações de meio com PHA excediam 
10%, tanto após 4 quanto 5 dias de incubação, houve uma diminuição significativa do IP, o 
qual mostrou-se, então, estável. Este decréscimo de estímulo parece estar diretamente 
relacionado ao grau de toxicidade da PHA relatado anteriormente.
concentração de pha (%)
Figura 6. Efeito in vitro da fitohemaglutinina sobre a proliferação de 
linfócitos humanos. Mononucleares obtidos de sangue periférico de voluntários 
sadios, após isolamento em gradiente de densidade, foram tratados com 
proporções crescentes do meio de cultura Meio para Cariótipo enriquecido com 
fitohemaglutinina como indicado e incubados a 37°C por 3 a 5 dias, em 
atmosfera de 5-10% de C02. Os pontos representam a relação média ± EPM do 
número de eventos detectados por citometria de fluxo entre as culturas 
estimuladas por fitohemaglutinina em relação à fração não estimulada. (*) 
/?<0,01; (**)/><0,001; (***)/?<0,0001.
Com esses resultados, a concentração de 10% de meio contendo PHA e o período 
de 5 dias de incubacão passaram a ser utilizados nos ensaios que se seguiram para a
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investigação do potencial imunomodulatono dos alcalóides e extratos de plantas de uso 
popular proposto neste trabalho
Efeito de alcalóides sobre a ímunomodulação de mononucleares
Com o objetivo de avaliar o efeito dos alcalóides vrmblastina penvina e vindolina 
sobre a proliferação de linfocitos estimulada por PHA, concentrações variadas destes 
foram incubadas com suspensões de MNC humanos nas condições pre-estabelecidas, ou 
seja, 5 dias a 37°C e em atmosfera de 5-10% de CO2 em meio contendo 10% de M-PHA
Para o alcalóide vimblastina (Figura 7), não se observou efeito nas concentrações 
de 10‘10 e 10'9M com IP de 3 44±0 41 e 3,44±0 34. respectivamente Ja nas concentrações 
superiores a 10'7 M observou-se efeito toxico Entretanto, diminuição significativa da 
proliferação de MNC induziaa por PHA na concentração de 10‘8M foi observada, com um 
IP de somente 2,37±0,28 em relação ao de 3,49±0,22 obtido para a população tratada com 
10% de M-PHA, sem a presença do alcalóide (n=3, p=0,03) Interessante com relação a 
este efeito imbitono pontual da vimblastina em concentrações nanomolares e que ele 
assemelha-se ao efeito mibitono por ela apresentado na inibição da formação de 
microtubulos descrito para trofozoitos da malaria (Bell, 1998)
Nos ensaios realizados com a vmdolina (Figura 8), não se observou efeito algum 
com relação a ativação e a proliferação de hnfocitos, independente da presença de 
mitogeno, como pode ser observado na Figura 9-C e D, pois a população inicial de 
hnfocitos não sofreu o deslocamento esperado para essas células quando ativadas e nem 
aumentou de numero em relação as populações controles Infelizmente, não foram 
preparados citocentnfugados do material apos cultivo que pudessem confirmar a presença 
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vimblastina (M)
Figura 7. Efeito in vitro da vimblastina sobre a proliferação de linfócitos humanos 
estimulados por fitohemaglutinina. Mononucleares obtidos de sangue periférico de 
voluntários sadios, após isolamento em gradiente de densidade, foram tratados com 
vimblastina como indicado e incubados a 37°C, por 5 dias, em atmosfera de 5-10% de 
C02. Cada coluna representa a média do índice de proliferação obtido da relação entre o 
número de eventos detectados por citometria de fluxo na região R2 dos experimentos 
contendo vimblastina e o número obtido no controle (não tratado) de, pelo menos, três 
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Figura 8. Efeito in vitro da vindolina sobre a proliferação de linfócitos humanos 
estimulados por fitohemaglutinina. Mononucleares obtidos de sangue periférico de 
voluntários sadios, após isolamento em gradiente de densidade, foram tratados com 
vindolina como indicado e incubados a 37°C por 5 dias, em atmosfera de 5-10% de 
C02. Cada coluna representa a média do índice de proliferação obtido da relação entre 
o número de eventos detectados por citometria de fluxo na região R2 dos experimentos 
contendo vindolina pelo número obtido no controle (não tratado) de, pelo menos, três 
experimentos realizados em triplicata.
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Figura 9 Linfócitos e seu posicionamento no citômetro de fluxo Mononucleares obtidos de sangue 
penfenco de voluntanos sadios foram cultivados por S dias, a 37°C e em atmosfera de S-10% C02 (A) 
Em alguns expenmentos, essas células foram tratadas com fitohemaghitinina (B), vindolina, na 
concentração de 10°M (C) e a ÍO^M (D), sulfato de vimblastina, a ÍO^M (E) ou penvina, a 10°M (F) 
Em seguida, foram analisadas por citometna de fluxo, onde as características de tamanho (FSC) e 
complexidade interna (SSC) foram utilizadas para distinguir cada população RI denota a região 
delimitada para linfocitos, não estimulados, e R2, a região para linfoblastos, onde cada ponto representa 
uma celula detectada no sistema
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Para a perivina, uma atividade inibitória branda, porém significativa, foi observada 
sobre a proliferação espontânea de linfócitos (Figura 10), cujos valores de IP foram, em 
média, 0,88±0,01 (n=3; p<0,000001) e 0,74±0,09 (n=3; /?<0,0001), respectivamente, para 
as concentrações de 10'7 e 10°M. Importante ressaltar que, como não há referências na 
literatura sobre atividades imunomodulatórias do alcalóide perivina, neste trabalho avaliou- 
se concentrações de 10'9 a 10'3M, na presença ou não de mitógeno. Convém destacar que 
nas concentrações superiores a 10‘5 o alcalóide mostrou-se tóxico.
Também é relevante o fato de que o deslocamento, no citômetro de fluxo, 
observado da população de linfócitos cultivados com vimblastina (Figura 9-E) e perivina 










Figura 10. Efeito da perivina sobre a proliferação de linfócitos humanos estimulados 
por fitohemaglutinina. Mononucleares obtidos de sangue periférico de voluntários 
sadios, após isolamento em gradiente de densidade, foram tratados com perivina como 
indicado e incubados a 37°C por 5 dias, em atmosfera de 5-10% de CO2. Cada coluna 
representa a média do índice de proliferação obtido da relação entre o número de eventos 
detectados por citometria de fluxo na região R2 dos experimentos contendo perivina pelo 
número obtido no controle (não tratado) de pelo menos três experimentos realizados em 
triplicata.
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Vimblastina e um alcalóide derivado da Vinca rosea Linn que semelhante a 
colchicina, tem a capacidade de bloquear a mitose celular O mecanismo de ação envolve 
sua ligação especifica com a tubulina impedindo sua polimenzação e consequentemente, 
a formação de microtubulos, imprescindíveis para o fuso mitotico (Jordan e Wilson 2004, 
Wilson e Jordan 2004) Neste contexto, células que estão se preparando para a divisão não 
conseguem ultrapassar a fase de metafase do ciclo celular (Chabner et al 1996) Este 
bloqueio leva as células a morte celular com mudanças morfológicas características de 
apoptose (Smets 1994 Jordan e Wilson, 2004) Ainda microtubulos são importantes na 
estruturação geral das células (Alberts et a l , 1994), fazendo parte não so do citoesqueleto, 
como tambem de organelas
Estudos usando a transformação blastica e o índice mitotico como parâmetros de 
proliferação celular mostram que linfocitos estimulados por PHA têm rearranjamento dos 
microfilamentos e microtubulos o qual pode ser inibido por colchicina e vimblastina 
(Thyberg et al 1977, Eisenthal et a l , 1996) Na ausência de microtubulos induzidos por 
vimblastina e colchicina, tambem se observou um numero reduzido de cisternas no 
aparelho de Golgi com simultâneo aumento do numero de vacuolos citoplasmaticos, 
sugerindo que a redução da atividade mitotica dessas células tambem esteja relacionada a 
deficiência de organelas que possuem em sua estrutura, microtubulos e microfilamentos 
necessanas para levar a celula a divisão (Thyberg et a l , 1977)
Vanos estudos demonstram atividade biologica da vimblastina e de outros 
alcalóides denvados da vinca relacionada a proliferação celular tanto em populações 
normais como neoplasicas Por exemplo, a vimblastina demonstrou reduzir in vitro a 
proliferação de lmfocitos humanos expostos ao antigeno do vírus influenza A (Gorse e 
Kopp, 1987) Essa droga levou a diminuição significativa dos mveis de Ca"^ intracelular 
em células Jurkatt, uma linhagem celular tumoral produtora de IL2 derivada de leucemia 
humana aguda do tipo T (Gillis e Watson, 1980), mas estimulou a produção de IL2, 
sugerindo que microfilamentos não interferem na transdução de sinais, pelo menos em 
linfoblastos leucêmicos estimulados por PHA (Dupuis et a l , 1993) Interessante notar, 
tambem, que a interação da calmoduhna, uma protema citoplasmatica ligante de Ca^, com 
protri' as alvo e inibida pela vimblastina (Moinar et a l , 1995), indicando que a vimblastina 
cuja simultaneamente em vanos mecanismos moleculares
A maioria dos agentes antimitoticos denvados da vinca possui estrutura dimera 
assimetnca vanada, como ja refendo na introdução deste trabalho e mudanças mínimas 
resultam em diferenças significativas com relação a toxicidade e atividades anti-tumorais
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descritas (Chabner et a l , 1996) A diversidade de resultados aqui apresentados parece, de 
fato, estar relacionada a estrutura química de cada alcalóide, visto que, apenas os que 
possuem uma estrutura dimera têm atividade anti-neoplasica relatada (Kirsch-Volders e 
Parry, 1996) Neste contexto e interessante notar que a vindolina, um alcalóide de 
estrutura monomenca como a perivma, com somente um nucleo mdolico (Svoboda, 1958), 
cuja síntese remonta a decada de 60 (Famsworth et a l , 1963) mostrou-se desprovido de 
ação nos ensaios propostos, corroborando com o fato de que ate o momento, não ha 
atividades biologicas descritas para este composto a exceção de modesta atividade mio- 
relaxante e hipotensora (Perera et a l , 1985) Em contraste, gabunma, um alcalóide 
dimenco derivado da penvina (Cava et a l , 1965) ja demonstrou atividade leishmamcida 
(Munoz et al 1994b, Akendengue et al 1999), sustentando a hipótese de que a ausência 
de efeitos biologicos observados para a vindolma assim como as ações modestas 
apresentadas pela penvina, podem estar relacionadas a suas estruturas química E possível 
que esses dois alcalóides possam tomar-se biologicamente ativos se sua estrutura química 
pnmana for modificada ou mesmo adicionada de radicais que lhe confiram melhor (ou 
maior) atividade como relatado para a propna vimblastina entre outros alcalóides da 
vinca, a qual sofreu modificações moleculares devido a sua neurotoxicidade, baixos 
instabilidade e rendimento (Buss e Waigh, 1995)
Efeito de extratos de plantas medicinais sobre a imunomodulação de 
células monunucleares
Para se estudar o efeito imunomodulatono das plantas medicinais incluídas neste 
trabalho concentrações de 1 a lOOOpg/ml de extratos preparados dos capítulos florais de 
camomila, das raizes de ginseng brasileiro, das folhas de escada-de-macaco, das cascas de 
agoniada e de pau-pra-tudo, das raizes de equinacea, das folhas de cipo-suma, das raizes de 
canela-de-veado do mesocarpo interno de pequi e das folhas do pequizeiro foram 
adicionadas a suspensões de MNC humanos e incubados nas mesmas condições 
experimentais estabelecidas com PHA ou seja, 5 dias a 37°C e atmosfera de 5-10% de 
CO2 Os resultados refemr*'' «o •. stud" toxicidade desses exüvtos estão demonstrados 
na Tabela 3
De todos os extratos incluídos neste estudo, somente os preparados das raizes e 
rizomas de ginseng brasileiro não apresentaram toxicidade para com os MNC humanos em
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todas das concentrações ensaiadas A exceção do extrato das cascas de agoniada e do de 
folhas de cipo-suma, que apresentaram toxicidade a partir da concentração de 10 e 
100pg/ml, respectivamente, e do de ginseng brasileiro, que, ao contrano, não se mostrou 
toxico em nenhuma das concentrações testadas, todos os demais demonstraram toxicidade 
as células humanas somente na concentração mais elevada, ou seja, 1000pg/ml Nas 
concentrações intermediárias, não foram observados efeitos diferentes daqueles obtidos 
com os controles não tratados Pelo contrario em muitos dos ensaios realizados com os 
extratos, células demonstraram viabilidade ate mesmo superior aquela observada para os 
controles
Tabela 3. Avaliação de toxicidade de extratos preparados de diterente1 
plantas medicinais sobre células mononucleares humanas
EXTRATOS controle ljug/ml 10pg/ml lOOpg/ml 1000pg/ml
camomila 96,3+1,7 94,7±3,0 96 0+1,2 90,7±5,8 NR
canela-de-veado 57,0±5,4 64,4±3,9 66,2+4,0 71,0±4,7 25,0+1,0
folhas do 
pequizeiro 57,0±5,4 63,6±3,7 71,2±4,4 71,0±3,3 19,5±3,5
mesocarpo do 
pequi 57,0±5,4 66,2+4,6 66,4±2,7 68,6±7,0 2,0±1,0
cipó-suma 48,0+6,4 59,8±9,2 58,5±9,4 39,5±7,1 18,5±7,1
equinacea 46,9±3,6 43,2±3,7 56,6±1,6 61,4±1,2 14,1±1,9
agoniada 43,5±4,5 41,0±4,0 28,5±3,5 4,0±0,4 NR
ginseng brasileiro 30 0±4,7 26,1+1,7 29,2±3 9 33 6±2,9 43,9±3,7
escada-de-macaco 30,0±4,7 30,6±2,5 48,5±2,7 43,7±4,6 17,7±1,3
pau-pra-tudo 57,0±5,4 60,2±7,6 71,8±3,7 63,4+7,5 31,5±1,5
Suspensões de células mononucleares obtidas de sangue penfenco de indivíduos sadios 
foram incubadas com as concentrações indicadas de extratos preparados de plantas 
medicinais e incubadas a 37°C, por 5 dias, em tensão de CO? A viabilidade foi observada 
em hemocitômetro, com solução de azul de tnpano Cada valor representa a percentagem 
media de células viáveis ± EPM, obtida de, pelo menos, três experimentos realizados em 
tnplicata (NR) não realizado
Simultaneamente, avaliou-se a capacidade desses mesmos extratos em promover 
transformação blastica, incubando-se concentrações crescentes com suspensão de MNC
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por 5 dias a 37°C em atmosfera reduzida de CO2 Como efeito positivo dessa capacidade, 
comparou-se a percentagem de blastos obtidos apos exposição de suspensão de MNC a 
vanas concentrações dos extratos aquela obtida apos exposição a 10% de M-PHA Os 
resultados obtidos estão demonstrados na Tabela 4
fabela 4. Presença de blastos estimulada por extratos preparados de diferentes
plantas medicinais em culturas de hnfócitos humanos.
EXTRATOS
BLASTOS (%)
controle lpg/ml 10pg/ml 100pg/ml 1000pg/ml
camomila 7,2±0 6 6,9±0,4 6 8±0,3 5 6±0 1 -
+ PHA 87,7+0,5 88,3±0,8 87 6+1,1 87,5±0 6 -
canela-de-veado 9 4±2,5 6,6±1 6 7,6±2,9 6,4±2 0 -
+ PHA 76,8±4,9 78,8±6,4 78,9+6,0 79,2±5 6 -
pequizeiro
(folhas) 9,4±2 5 6,3±2,1 3,7±0,6 3,8±0 5 -
+ PHA 76,8±4,9 77,2±6,9 7/,?r6,4 76,6±5,8 -
pequi
(mesocarpo) 9,4±2,5 8,3±3,3 7,3±2,4 6,9±2 7 -
+ PHA 76,8±4,9 77,1+7,2 78,7+5,5 78,8±5,5 -
cipó-suma 9,4±2,5 8,9±3,2 6,8±2,5 13 9±7 0 -
+ PHA 76,8±4,9 78,3±6,1 78,0±6,8 83,4±2 2 -
equinacea 3,6±0,1 3 9±0,3 2,9±0,5 3,7±0 8 -
+ PHA 83,4±0,9 81,9±1,0 82,2±1,2 84,2±1,0 -
agoniada 9,4±2 5 I0,5±2,l 11,9±3 4 - -
+ PHA 76,8±4 9 79,4+4,7 79,1 ±5,3 - -
ginseng brasileiro 5,8±0,8 6,0±0,9 6,1 ±0,8 4,9±0,5 4,9±0 8
+ PHA 87,7±1,8 86,9+2,3 85,9±2,3 86,6±2 3 88,0±1,4
escada-de-macaco 5,8±0,8 5,7±0,5 3,9±0,5 4,8±0,9 -
+ PHA 87,7±1,8 83 4±1,8 81,2±2,1 79,8±1,5 -
pau-pra-tudo 9,4±2,5 8,5+3,3 4,7±1,6 9,8±3,8 -
+ PHA 76,8±4,9 77,7±6,1 78,6±5,8 75,3±4,3 -
^  tensões de células mononuüeares obtidas de sangue penfenco de indivíduos sad'oc f >rai 1 te'i>. * <- 
com as concentrações indicadas de extratos preparados de plantas medicinais e incubadas a 37CC, por 5 
dias, em tensão-de C02 Em alguns experimentos, os MNC foram simultaneamente expostos à 
fitohemaglutinina A morfologia foi avaliada em citocentnfugados corados com May-Grunwald- 
Giemsa, sob imersão em microscópio comum Cada valor representa a percentagem media de blastos ± 
EPM, obtida de pelo menos três experimentos realizados em tnplicata, onde um mínimo de 100 células 
foi observado por experimento
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De torma geral, observou-se que, quando incubadas somente com extratos, a 
maiona das células constituiu-se de linfocitos, independente da concentração ensaiada e 
somente em algumas poucas exceções, a percentagem de linfoblastos ultrapassou 10% da 
população Entretanto, quando expostos aos extratos e, simultaneamente, a PHA, a 
inversão na percentagem de blastos foi evidente, passando esses a constituírem pelo menos 
três quartos da população analisada Este comportamento foi muito semelhante aquele 
descrito anteriormente quando se avaliou a capacidade da PHA em ativar MNC humanos e 
indicou que os extratos, por si mesmos não têm habilidade para ativar linfócitos humanos 
nas condições experimentais propostas
Todos os extratos, a exceção dos de camomila e escada-de-macaco, inibiram a 
proliferação espontânea de MNC na concentração de lug/ml, cujo perfil se repetiu na 
presença de PHA (Tabela 5) Embora este efeito mibitono tenha sido bastante modesto 
para a maiona dos extratos e significativo para os de equinacea e ginseng brasileiro, sabe- 
se, por exemplo, que a medida in vitro de um efeito envolve um evento celular direto e 
seria difícil recnar a farmacocinetica complexa que ocorre quando essas células são 
expostas a mesma mistura in vivo
Extratos são constituídos por compostos de natureza química diversificada e e 
possível que essa mistura complexa tenha interferido com processos metabohcos dos 
MNC, levando-os a ter esse comportamento mibitono tendencioso Portanto, esses efeitos 
devem ser interpretados com cautela, pois, podem de fato ser decorrentes da manipulação 
de células e sua exposição a substâncias atoxicas presentes nesses extratos que podem ter 
se tomado nocivas ao sistema apos serem metabolizadas, por não possuírem um 
mecanismo de eliminação (Freshney, 2000)
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Tabela 5. Efeito de extratos de plantas medicinais sobre a proliferação de 
células mononucleares humanas.












1,10±0,03* 1,00±0 09 1 35±0 03"
2,49±0,12 2,27±0,22 2,28±0,15 - 2 58±0,21
canela-de-veado
0,84±0,16 1,03±0,12 0,98±0,12 0 10±0 04 -
1,86±0,36 1,87±0,46 1,21 ±0,31 - 1 97±0,04
pequizeiro 0,86±0,10 1,25±0,12 1,44±0,32 0 66±0,09 -
(folhas) 1,74±0,33 2 04±0,46 2,25±0,39 - 1 97±0 04
pequi (fruto)
0,79±0,13 1,00±0,05 1,04±0,08 0 -
1,71±0,30 1 79±0 39 1,89±0,49 - 1,97±0,04
cipo-suma
0 76±0 16 0,88±0,12 0 51 ±0,09” 0 1 8±0 06 -
1 76±0,40 2,01 ±0,47 1,55±0,38 - 1,97±0,04
equinacea
0,82±0,06* 1,17±0,06* 1,20±0,12 0,32±0 05 -
3,65±0,48 4,04±0 64 4,36±0,15 - 3,71±0,059
agoniada
0,91 ±0,27 0 64±0,13* 0,07±0,02 - -
1 50±0,28 1 27±0,25 0 08±0 01 - 1,97±0,04
gmseng 0,84±0,02** 0,98±0,09 1,21 ±0,05* l,55±0,10” -
brasileiro 2,18±0,49 2,27±0,67 2,75±0,40 3,90±0,63 2,89±0,55
escada-de- 1,02±0,07 l,63±0,ll’* 1,44±0,08" 0,78±0 16 -
macaco 1,97±0,40 2,01 ±0,48 2,50±0,53 - 2,89±0,55
pau-pra-tudo
0,88±0 18 t,15±0,05* 0,75±0,07* 0,08±0,03 -
1,84±0,49 1,97±0,48 1,24±0,13" - 1,97±0,04
Suspensões de mononucleares humanos foram tratadas com concentrações crescentes de extratos 
preparados de plantas medicinais como indicado e incubados a 37°C, por 5 dias em tensão de COi 
Em alguns experimentos, 10% de meio contendo fitohemaglutinina (M-PHA) foi adicionado as 
culturas Cada valor representa o índice proliferativo (IP) obtido por citometria de fluxo, da relação 
entre a media do numero de eventos detectados nos testes pelo numero obtido no controle 
(*p<0,05, **p<0 01)
Revisões recentes da literatura citam a equinacea (e/ou seus componentes) como 
uma planta de reconhecidas atividades imunomoo ílatona e antiinflamatona (Borchers et 
al 2000, Dockrell e Leever 2000, et a t , 2ÜCj, Larrelt, zG03, Mishima et a l , 2004), seja 
em estudos in vivo (Coeugmet e Elek, 1987, Bukovsky et a l , 1993, Cumer e Miller, 2000, 
2001, Goel et a l , 2002a, Wagner e Jurcic, 2002, Bany et a l , 2003, Jurkstiene et a l , 2004). 
incluindo tnagens clinicas (e t a l , 2003), ou in vitro (Coeugmet e Elek, 1987, Wildfeuer e
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Mayerhofer, 1994; Rininger et al., 2000; Goel et al., 2002b; Wilasrusmee et al., 2002; Gan 
et al., 2003; Randolph et al., 2003; Hwang et al., 2004; Jurkstiene et al., 2004), e o seu 
extrato foi o primeiro a ser ensaiado com o objetivo de se tentar reproduzir os efeitos 
imunoestimulantes relatados.
O perfil proliferativo obtido após exposição de MNC ao extrato preparado de 
cápsulas comerciais de equinácea está demonstrado na Figura 11. Nele, observa-se um 
efeito estimulador dose-dependente, independente da presença de PHA. O mais 
surpreendente nesta série de experimentos foi com relação à intensidade dos efeitos 
obtidos, bastante modestos nas condições experimentais utilizadas e contrastante com os 
efeitos significativos descritos para esta planta.
+ 1 PHA + 10 PHA + 100 
extrato de equinácea (pg/ml)
Figura 11. Efeito do extrato hidroalcoólico de Echinacea purpurea sobre a 
proliferação in vitro de mononucleares humanos. Suspensões de mononucleares 
humanos foram tratadas nas concentrações indicadas de extrato preparado de 
cápsulas comerciais contendo raízes de equinácea e incubadas por 5 dias, a 37°C em 
tensão de CO2. Em alguns experimentos, meio contendo fitohemaglutinina (PHA), na 
concentração de 10%, foi adicionado. Cada coluna representa a média do índice de 
proliferação obtido da relação entre o número de eventos detectados por citometria de 
fluxo na região R2 dos experimentos contendo extrato e o número obtido no controle 
(não tratado) de, pelo menos, três experimentos realizados em triplicata.
Entretanto, atividades imunoestimulantes de equinácea têm gerado controvérsias e 












controle 10 100 PHA PW
1984 Wildfeuer e Mayerhofer, 1994, South e Exon 2001, Barrett 2003) Dessa forma, 
algumas considerações são necessanas ao se analisar esses dados Primeiro, a equinacea 
não e uma planta nativa no Brasil, sendo consumida como medicamento ímunoestimulante 
na forma de extrato, particularmente como capsulas Segundo, ha diferentes preparações 
usadas para esse fim e que são comercializadas com o mesmo nome fantasia, como 
extensivamente revisto por Block e Meade (2003) Venficou-se que essas preparações 
apresentam (1) composição química extremamente vanada, (2) mcluem diferentes 
especies, como a E purpurea (L ) Moench, a E angustifolia DC e a E palhda (Nutt) 
N utt, (3) são cultivadas em diferentes regiões geográficas, (4) são preparadas por 
processos diferentes, inclusive com relação a obtenção dos extratos, (5) muitas preparações 
envolvem não so as raizes, mas tambem partes aereas das plantas (Cundell et a l , 2003), 
etc Alem disso ha muita variabilidade na metodologia usada para acessar a atividade 
imunomodulatona
Mais interessante ainda e o recente relato de Rinmger e colaboradores, no qual 
extratos de equinacea padronizados pelo conteúdo em acido fenolico não demonstraram 
efeito linfoestimulante, apesar de exercerem efeito anti-inflamatorio (Rinmger et a l , 
2000) Este fato e extremamente relevante, uma vez que o extrato utilizado neste trabalho, 
de acordo com as especificações de sua bula (Anexo B), foi padronizado segundo o teor 
em fenois totais, provavelmente justificando os efeitos modestos observados
Outro aspecto interessante que merece ser destacado e que sustenta os resultados 
obtidos e com relação aos ensaios onde se observou a capacidade do extrato de equinacea 
em promover transformação blastica (Tabela 3) Dentre todas as preparações, o de 
equinacea foi o que menos induziu a transformação morfologica espontânea de linfocitos, 
onde menos que 4% de blastos foram detectados apos 5 dias de cultura, em todas as 
concentrações testadas Esses dados estão tambem de acordo com as observações de 
(Wildfeuer e Mayerhofer, 1994), ao estudarem duas preparações comerciais de equinacea
Portanto, e possível que o extrato usado neste trabalho não tenha sido eficiente para 
revelar as atividades imunologicas reputadas a equmacea, sendo necessário o uso de 
extratos preparados por protocolos alternativos Por outro lado, por terem repetido 
resultados ínibitonos descritos por outros, eles servem como mais um alertr ' Dm relação 
ao uso de preparações de equmacea quando o objetivo chmco for o de estimulante da 
resposta imunologica
Para os extratos preparados de ginseng brasileiro (Figura 12), escada-de-macaco 
(Figura 13) e folhas de pequizeiro (Figura 14), nossos estudos demonstraram atividade
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proliferativa dose-dependente em relação aos controles não tratados e, embora modesta, 
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controle 1 10 100 1000 PHA PHA + 1 PHA+ 10 PHA+ 100 PHA +
1000
extrato de ginseng brasileiro (pg/ml)
Figura 12. Efeito do extrato hidroalcoólico de Pfaffia glomerata sobre a proliferação
in vitro de mononucieares humanos. Suspensões de mononucleares humanos foram 
tratadas nas concentrações indicadas de extrato preparado de raízes e rizomas de ginseng 
brasileiro e incubadas por 5 dias, a 37°C em tensão de C02. Em alguns experimentos, 
meio contendo fitohemaglutinina (PHA), na concentração de 10%, foi adicionado. Cada 
coluna representa a média do índice de proliferação obtido da relação entre o número de 
eventos detectados por citometria de fluxo na região R2 dos experimentos contendo 
extrato e o número obtido no controle (não tratado) de, pelo menos, três experimentos 
realizados em triplicata. */?<0,05; **/?<0,01.
Como extensivamente revisado por Block e Mead (2003), muitas plantas são 
popularmente denominadas ginseng por apresentarem efeitos similares. Porém, as de 
origem asiática, coreana (Panax ginseng C.A. Meyer Araliaceae), americana (Panax 
quinquefolius L.) e siberiana (Eleutherococcus senticosus Maxim.,Araliaceae) são 
consideradas as verdadeiras representantes do grupo. A maioria dos estudos que descrevem 
atividades biológicas para esse grupo de plantas usa o P. ginseng como material de 
investigação. Dentre suas atividades descritas em modelos in vivo e in vitro, destaca-se um 
efeito imunomodulador indireto, envolvendo macrófagos e células NK. Em contraste,
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quando se utilizou metodologia similar a desse trabalho não se observou aumento da 
proliferação de linfocitos T induzida por mitogenos (Jie et a l , 1984, Kim et al 1990) e, 
sim. supressão dessa atividade (Chong et a l , 1984) Da mesma forma, atividades indiretas 
sobre o sistema imunitário foram observadas quando os efeitos mibitorios da Pfaffia 
pamculata, outra especie popularmente conhecida como gmseng brasileiro, sobre o 
crescimento de células tumorais alogêmcas em camundongos (Watanabe et a l , 2000) 
foram investigados
Embora não haja estudos demonstrando atividade imunoestimulante com a Pfaffia 
glomerata, significativa atividade imunomodulatona em animais tem sido atnbuida a 
extratos preparados de plantas da mesma família Amarathanceae (Guerra et a l , 2003) ou a 
lectmas delas purificadas (Arora et a l , 1987, Sowalsky e Fox, 1992, Hase et a l , 1997, 
Lascurain et a l , 1997, Lm et a l , 2005, Rao e Chakrabarti, 2005) Por exemplo, aplicação 
intra-pentoneal de extrato de Alternanthera tenella Colla administrado em camundongos 
Swiss machos tratados com LPS aumentou significativamente a produção de IgM e IgG2 , 
ao mesmo tempo que os mveis de IgM-anti-E diminuíram quando outro lote de 
camundongos foi imunizado com entrocitos de carneiro (E) (Guerra et a l , 2003) Peixes 
alimentados com ração contendo sementes de Achyranthes aspera po: quatro semanas, 
antes de serem imunizados íntrapentonealmente com entrocitos de galinha, ao contrario, 
demonstraram elevação significativa dos mveis de anticorpos hemaglutmantes, assim como 
mveis elevados da fração globulmica (Rao e Chakrabarti, 2005) Extrato aquoso de 
Amaranthus spmosus estimulou significativamente a proliferação de esplenocitos e 
linfocitos B de ratas BALB/c (Lm et a l , 2005) Esses relatos demonstram que os efeitos 
imunomoduladores dessa família parecem estar relacionados a ativação de linfocitos B
Diante dessas evidências, e possível supor que o extrato de gmseng brasileiro 
testado contenha lectmas ou biopeptideos que atuem como mitogenos e que os efeitos 
modestos observados sejam decorrentes de sua ação sobre a pequena população de 
hnfocitos B presentes na suspensão de MNC sanguíneos Esta hipótese se deve ao fato de 
que o perfil imunomodulatono observado para este extrato não se modificou na presença 
de PHA, a qual e um mitogeno especifico para células T
A meír jologia usada neste trabalho para avaliar as atividades imunomodulatonas 
não faz distinção entre as populações de linfocitos contidas na fração de MNC penfencos, 
sendo este um fator que pode mascarar os resultados de uma substância que tenha ação 
sobre linfocitos B E possiveLque a repetição destes ensaios com uma população nca em 
células B e com mitogenos que atuem com maior especificidade sobre essa população,
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como o LPS ou o PWM, por exemplo, possa revelar efeitos imunoestimulantes 
significativos para esse extrato como os observados para outros gêneros.
Quanto ao extrato de escada-de-macaco (Figura 13), atividade mitogênica para 
linfócitos humanos já  foi relatada apenas para o extrato preparado de folhas de Bauhinia 
carronii (Flower et al., 1984). Entretanto, algumas lectinas isoladas de plantas desse 
gênero têm se mostrado úteis tanto para células T (Imai e Osawa, 1983; Yamaguchi e 
Osawa, 1984; Sowalsky e Fox, 1992) como para B (Hishinuma et a i,  1983; Osawa, 1988), 










controle 1 10 100 PHA PHA+1 PHA+10 PHA+100
extrato de escada-de-macaco (pgfrrí)
Figura 13. Efeito do extrato hidroalcoólico de Bauhinia microstachya sobre a 
proliferação in vitro de mononucleares humanos. Suspensões de mononucleares 
humanos foram tratadas nas concentrações indicadas de extrato preparado de folhas de 
escada-de-macaco e incubadas por 5 dias, a 37°C, em tensão de C02. Em alguns 
experimentos, meio contendo fitohemaglutinina (PHA), na concentração de 10%, foi 
adicionado. Cada coluna representa a média do índice de proliferação obtido da relação 
entre o número de eventos detectados por citometria de fluxo na região R2 dos 
experimentos contendo extrato e o número obtido no controle (não tratado) de, pelo 
menos, três experimentos realizados em triplicata. **p<0,01.
Esta propriedade seletiva parece estar relacionada aos diferentes carboidratos 
presentes na membrana celular com os quais as lectinas seletivamente interagem 
(Yamaguchi e Osawa, 1984; Osawa, 1988). Por exemplo, lectina aglutinante purificada de
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Bauhima purpurea se mostrou util para selecionar células T (Sowalsky e Fox, 1992) 
produtoras de IL2 de camundongos (Imai e Osawa 1983) para selecionar lmfocitos T 
humanos de amígdalas (Sarker et a l , 1993) ou, por outro lado, para enriquecer células B 
de camundongos (Hishinuma et al 1983, Yamaguchi e Osawa, 1984 Osawa, 1988) Mais 
recentemente esta lectina demonstrou ligar-se a membrana de células CD34+ com a 
mesma intensidade e padrão com que o faz com Imfocitos T humanos, particularmente 
apos tratamento com neuramidase (Kuemmel et al 1997), sugenndo seu uso na seleção de 
células primordiais hematopoieticas
Em relação ao pequi (Figura 14), cujo extrato preparado de mesocarpo interno não 
se mostrou ativo nas condições experimentais propostas, não ha lelatos sobre atividade 
imunomodulatona Porem, proteínas de diferentes partes do fruto e de sementes de C 
brasihense ja foram isoladas e. dentre essas atividade hemaglutinante ja foi descrita 
(Santiago, 1998), sugerindo que pelo menos uma parte desta fração proteica parece 
constituir-se de lectinas Mesmo tendo o extrato preparado do mesocarpo interno do fruto 
se mostrado sem efeito, o preparado de folhas demonstrou tendência dose-dependente em 
interferir positivamente na proliferação de linfocitos, independente da presença de PHA 
Dessa forma, ensaios que explorem a presença de lectmas nesse extrato poderiam ajudar a 
esclarecer as atividades ímunoestimulantes observadas
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controle 1 10 100 F W  P m  + 1 PHA + 10 P m  + 100 
extratos de Caryocar brasiliense
Figura 14. Efeito do extrato hidroalcoólico de Caryocar brasiliense sobre a 
proliferação in viíro de mononucleares humanos. Suspensões de mononucleares 
humanos foram tratadas nas concentrações indicadas de extratos preparados de folhas 
de pequizeiro e de mesocarpo interno de pequi e incubadas por 5 dias, a 37°C, em 
tensão de C02. Em alguns experimentos, meio contendo fítohemaglutinina (PHA), na 
concentração de 10%, foi adicionado. Cada coluna representa a média do índice de 
proliferação obtido da relação entre o número de eventos detectados por citometria de 
fluxo na região R2 dos experimentos contendo extrato e o número obtido no controle 
(não tratado) de, pelo menos, três experimentos realizados em triplicata.
Da mesma forma como observado para os dois extratos anteriores, não se observou 
atividade proliferativa induzida pelo extrato de canela-de-veado (Figura 15).
Entretanto, para o extrato preparado de botões florais de camomila (Figura 16) 
observou-se estímulo significativo da proliferação espontânea de linfócitos, sendo este 








controle 10 100 PHA PHA + 1 PHA+10 PHA+100
extrato de canela-de-veado (pg/ml)
Figura 15. Efeito do extrato hidroalcoólico de Hybanthus bigibbosus sobre a proliferação 
in vitro de mononucleares humanos. Suspensões de mononucleares humanos foram tratadas 
nas concentrações indicadas de extratos preparados de raízes de canela-de-veado e incubadas 
por 5 dias, a 37°C, em tensão de C02. Em alguns experimentos, meio contendo 
fitohemaglutinina (PHA), na concentração de 10%, foi adicionado. Cada coluna representa a 
média do índice de proliferação obtido da relação entre o número de eventos detectados por 
citometria de fluxo na região R2 dos experimentos contendo extrato e o número obtido no 
controle (não tratado) de, pelo menos, três experimentos realizados em triplicata.
I 1 t1!
controle PHA P H A + 1  P H A + 1 0  PHA + 100 
extrato de camomila (pg/ml)
Figura 16. Efeito do extrato hidroalcoólico de Chamomilla recutita sobre a 
proliferação in vitro de mononucleares humanos. Suspensões de mononucleares 
humanos foram tratadas nas concentrações indicadas de extrato preparado dos capítulos 
florais de camomila e incubadas por 5 dias, a 37°C, em tensão de C02. Em alguns 
experimentos, fitohemaglutinina (PHA), na concentração de 10%, foi adicionada como 
indicado. Cada coluna representa a média do índice de proliferação obtido da relação entre 
o número de eventos detectados por citometria de fluxo na região R2 dos experimentos 
contendo extrato e o número obtido no controle (não tratado) de, pelo menos, três 
experimentos realizados em triplicata. *p<0,05; **p<0,01.
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Neste contexto surpreendente ação estimulante deste extrato quando incorporado 
em cultura mista de hnfocitos humanos, um sistema in vitro que envolve ativação 
alogêmca de células T, ja foi descrita (Amirghofran et a l , 2000) Sabe-se que neste tipo de 
interação celular a maiona das células que respondem ao estimulo constitui-se de 
linfocitos T (Weksler et al 1978) e que as células responsáveis pelo estimulo são, 
geralmente linfocitos B (Weksler et a l , 1981)
Estimulo da proliferação de linhagem celular de linfocitos T alergeno-dependente 
induzido pelo extrato de C recutita tambem ja foi descrito Neste sistema, células CD4T 
produziram níveis elevados de Interferon y e IL4 (Stingem et a l , 1999) Outro relato 
demonstrou que o extrato de camomila mostrou-se eficiente em induzir a formação de 
rosetas em pacientes imunodeficientes em otorrinolaringologia (Khachko et a l , 1994)
Wagner e colaboradores demonstraram que uma fração polissacaridica isolada de 
extrato aquoso em meio alcalino de C recutna demonstrou atividade ímunoestimulante 
(Wagner et a l , 1985) Neste aspecto, e importante salientar que o grau de mitogemcidade 
de uma substância pode estar relacionado as diferenças na especificidade de açucares 
envolvidos nos mecanismos de interação das moléculas biotivas com seus receptores, 
como sugerido por outros (Hsu e Ree, 1983) e apresentado na introdução desta dissertação 
Por outro lado, ja foi demonstrado que a apigemna, um flavonoide presente no oleo 
essencial de camomila, foi capaz de inibir a proliferação espontânea de linfócitos T 
humanos (Schwartz e Middleton, 1984, Verbeek et a l , 2004) e de camundongos, 
estimulados (Lee et a l , 1995) ou não (Verbeek et a l , 2004) por ConA
Neste momento sena interessante ressaltar que a analise fitoquimica classica desse 
extrato demonstrou quantidades apreciáveis de flavonoides, fração na qual esta a 
apigemna Alem disso, a presença de apigemna no oleo essencial extraído da matéria pnma 
utilizada para preparação do extrato de camomila usado neste trabalho foi revelada por 
cromatografia gasosa acoplada a espectro de massa (Presibella, 2003) Neste aspecto, como 
em nossos estudos observou-se diminuição, dependente da concentração, do efeito 
prohferativo induzido por PHA, podena se sugerir tambem que a apigemna presente no 
extrato podena estar competindo com a PHA pelos mesmos sítios de interação celular 
Enfim, os efeitos imunomodulatonos modestos observados nod°m estar relacionados a 
presença simultânea, no extrato de camomila, de substâncias estimulantes e ímbidoras da 
proliferação de hnfocitos, as quais agem de modo contrano quando interagem com os 
MNC Se esta hipótese e verdadeira, essas substâncias, agmdo simultaneamente, 
contnbuinam não so para com a diversidade dos efeitos observados, como tambem
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reduziriam (ou mascarariam) um efeito individual. Interessante seria, então, primeiro 
pesquisar-se a presença de carboidratos e substâncias de natureza protéica capazes de 
promover ativação/proliferação de linfócitos em ensaios in vitro convencionais. Segundo, 
proceder-se um fracionamento biomonitorado desse extrato, com a finalidade de se isolar 
os compostos presentes em cada fração responsáveis por essas atividades.
No estudo com os extratos preparados de cascas de agoniada (Figura 17) e de folhas 
de cipó-suma (Figura 18), observou-se queda significativa, proporcional à concentração, 
do número de células, perfil que se repetiu ao serem incubados na presença de PHA. Este 
declínio do número celular provavelmente está relacionado à citotoxicidade dos extratos, 
particularmente o de agoniada, uma vez que, quando se avaliou a viabilidade dos MNC 











controle 10 PHA PHA + 1 PHA+10  
extrato de agoniada (pg/ml)
Figura 17. Efeito do extrato hidroalcoólico de Himaíanthus lancifolius sobre a 
proliferação in vitro de mononucleares humanos. Suspensões de mononucleares 
humanos foram tratadas nas concentrações indicadas de extrato preparado das cascas de 
agoniada e incubadas por 5 dias, a 37°C, em tensão de CO2. Em alguns experimentos, 
fitohemaglutinina (PFIA), na concentração de 10%, foi adicionada como indicado. 
Cada coluna representa a média do índice de proliferação obtido da relação entre o 
número de eventos detectados por citometria de fluxo na região R2 dos experimentos 
contendo extrato e o número obtido no controle (não tratado) de, pelo menos, três 










controle 10 100 PHA PHA+1 PHA+1 0 PHA+100  
extrato de cipó-suma (pg/ml)
Figura 18. Efeito do extrato hidroalcoólico de Anchieta pyrifolia sobre a 
proliferação in vitro de mononucleares humanos. Suspensões de mononucleares 
humanos foram tratadas nas concentrações indicadas de extrato preparado das cascas de 
cipó-suma e incubadas por 5 dias, a 37°C, em tensão de C02. Em alguns experimentos, 
fitohemaglutinina (PHA), na concentração de 10%, foi adicionada como indicado. 
Cada coluna representa a média do índice de proliferação obtido da relação entre o 
número de eventos detectados por citometria de fluxo na região R2 dos experimentos 
contendo extrato e o número obtido no controle (não tratado) de, pelo menos, três 
experimentos realizados em triplicata. **/?<0,01.
Com relação ao extrato de pau-pra-tudo (Figura 19), os resultados demonstraram 
significativo efeito inibitório, tanto na proliferação espontânea de linfócitos como na 
induzida por PHA, na concentração de 100ug/ml, com um perfil de ação semelhante ao 
demonstrado pelos extratos de agoniada e cipó-suma. Porém, ao contrário desses, não se 
observou efeito citotóxico.
Com a finalidade de se esclarecer este comportamento diferenciado, duas séries de 
experimentos foram realizadas. Na primeira série, incubou-se as células com PHA por 72 
horas; em seguida, adicionou-se o extrato e incubou-se por mais dois dias. Na segunda 
série, incubou-se suspensão de MNC humanos com 100ug/ml do extrato por 24 horas e, 
após, adicionou-se meio contendo PHA, seguindo-se incubação por mais quatro dias. Os 







controle 0 10 100 PHA PHA +1 PHA + 10 PHA + 100
extrato de pau-pra-tudo (pg/ml)
Figura 19. Efeito do extrato hidroalcoólico de Rautvolfia sellowii sobre a 
proliferação in vitro de mononucleares humanos. Suspensões de mononucleares 
humanos foram tratadas nas concentrações indicadas de extrato preparado das cascas de 
pau-pra-tudo e incubadas por 5 dias, a 37°C, em tensão de C02. Em alguns 
experimentos, fitohemaglutinina (PHA), na concentração de 10%, foi adicionada como 
indicado. Cada coluna representa a média do índice de proliferação obtido da relação 
entre o número de eventos detectados por citometria de fluxo na região R2 dos 
experimentos contendo extrato e o número obtido no controle (não tratado) de, pelo 
menos, três experimentos realizados em triplicata. */><0,05; **/;<0,01.
O índice de proliferação médio (IP) obtido para os MNC incubados previamente 
com extrato e depois acrescidos de PHA por mais quatro dias foi de 2,73±0,13, 
significativamente menor em relação ao IP de 3,37±0,13 obtido pelo grupo tratado somente 
com PHA durante o mesmo período de incubação (n=3; p= 0,02). Em contraste, para a 
população previamente incubada com o mitógeno e posteriormente acrescida de extrato, o 
IP foi de 4,66±0,05, sem diferença quando comparado ao IP de 4,26±0,24 (n=3; p=0,l 8) 
obtido do grupo controle, ou seja, contendo somente PHA. Esses resultados sugerem que o 
extrato preparado das cascas de pau-pra-tudo tem a habilidade de inibir a proliferação de 
linfócitos por atuar nas etapas que envolvem a ativação celular.
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□  ausência de extrato







controle P H A  (5 dias) P HA (4 dias)
Figura 20. Efeito do extrato hidroalcoólico de Rauwolfia sellowii sobre a 
proliferação in vitro de mononucleares humanos induzida por fitohemaglutinina.
Suspensões de mononucleares humanos foram tratadas na concentração de 100pg/ml 
de extrato preparado das cascas de pau-pra-tudo e incubadas por 5 dias, a 37°C, em 
tensão de C02. Em (A), incubou-se as células com PHA por 72 horas; em seguida, 
adicionou-se o extrato e incubou-se por mais dois dias. Em (B), incubou-se suspensão 
de MNC humanos com 100ug/ml do extrato por 24 horas e, após, adicionou-se meio 
contendo PHA, seguindo-se incubação por mais quatro dias. Cada coluna representa a 
média do índice de proliferação obtido da relação entre o número de eventos detectados 
por citometria de fluxo na região R2 dos experimentos contendo extrato e o número 
obtido no controle (não tratado) de, pelo menos, três experimentos realizados em 
triplicata. */?<0,05.
Embora não haja estudos que relatem a presença de lectinas no gênero ou na 
espécie, muito já  foi descrito sobre a composição fítoquímica da R. sellowii, sendo um alto 
teor de alcalóides indólicos sua principal característica (Hochstein, 1955; Pakrashi et al., 
1955; Belem-Pinheiro et al., 1988; Batista et al., 1996; Rech et al., 1998). Entre tantos, 
destaca-se a presença da reserpina (Hochstein, 1955; Pakrashi et al., 1955), alcalóide que 
tem reconhecida ação hipotensora (Mc et al., 1954; Meier et al., 1954; Baschieri et al., 
1955; Palmer, 1955; Sreemantula et al., 2004; Okano et al., 2005).
Além dessa atividade, estudos com a reserpina demonstraram seu efeito inibitório 
sobre a ativação (Mekori et al., 1985) e proliferação de linfócitos T estimulados por PHA 
(Mekori et al., 1989). Interessante é o relato de que a reserpina interfere com a produção de 
IL2 induzida por mitógeno, mas não com a expressão de receptores para IL2 (Mekori et 
al., 1989). Este efeito é decorrente do fato de que este alcalóide bloqueia o acesso de Car'
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ao citoplasma celular, etapa fundamental de muitos dos processos necessários para 
ativação celular (Mekon et al 1989)
Muitos dos compostos presentes na fração alcaloidica de extratos de R sellowu, 
como a ancina e a ajmalicina, por exemplo, são quimicamente muito semelhantes à 
estrutura da reserpina (Pereira, 1956) Alem disso, são componentes majontanos 
(Hochstem, 1955, Pakrashi et a l , 1955) desta fração Dessa forma, e possível que o efeito 
observado em possos estudos seja decorrente da ação, não so da reserpina, mas tambem 
desses outros alcalóides
Outros alcalóides indolicos têm demonstrado ações diversas quando seu potencial 
imunomodulador e avaliado Por exemplo teleocidina e di-hidroteleocidina B são 
mitogêmcos para linfocitos humanos e de camundongos, enquanto hngbiatoxina A 
mostrou pouca atividade (Novogrodsky et a l , 1984) Ibogaina e harmaline, em contraste, 
mostraram-se supressores de todas as funções imunomoduladoras aval.adas in vitro 
(proliferação de linfocitos B e T, produção de IL2, IL4 IL6 e TNF, citotoxicidade mediada 
por células NK, indução de atividade litica por células T) a exceção da produção de IL6 e 
TNF por macrofagos (House et a l , 1995) Recentemente, varios derivados sintéticos do 
grupo dos alcalóides mdohcos da mdoloquinolizma demonstraram atividade estimulante da 
proliferação de timocitos e macrofagos de camundongos in vitro (Solis-Maldonado et a l , 
2003)
A diversidade de ações desses compostos pode estar relacionada aos grupamentos 
químicos ligados a estrutura central desses alcalóides
Como ja mencionado extratos são misturas complexas contento componentes de 
natureza diversa (Schmid et a l , 1999) Estes podem agir de forma sinergica, aditiva, 
antagônica, ou mesmo, não exercer interferência alguma no efeito de uma sobre outra ou, 
ainda, não terem nenhum efeito sobre o sistema Portanto, dependendo das condições 
experimentais em que os ensaios são realizados, não e incomum observar efeitos contrários 
provenientes da ação de uma ou mais substâncias ativas no mesmo extrato
Assim, o efeito brando observado na maiona dos ensaios aqui demonstrados 
podena estar relacionado a situações de interferência entre substâncias presentes no mesmo 
extr +j, mascarando seu real potencial A realização de um fracionamento dos mesmos 
poderia conduzir ao isolamento e purificação de um ou mais compostos responsáveis pelas 
atividades biologicas demonstradas Interessante neste aspecto e o relato recente de Lin e 
colaboradores, em que o efeito ímunoestimulante observado para o extrato aquoso 
preparado das folhas de Amaranthus spinosm foi cerca de trezentas vezes menor ao efeito
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obtido apos purificação da protema responsável pela atividade imunoestimulatona obtida 
(Lin et a l , 2005) Por outro lado, não se pode deixar de lado o fato de que um 
fracionamento pode, tambem, levar à perda do efeito por interferir com as propnedades 
fisico-quimicas do composto ativo ou mesmo alterar ou destruir sua estrutura
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CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS
Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial imunomodulador in vitro de 
alguns alcalóides e de extratos preparados de plantas medicinais usadas na medicina 
caseira para vanos fins, tendo a citometria de fluxo como metodologia experimental
O conjunto de dados contidos nesta dissertação revelou alguns aspectos 
interessantes e desconhecidos com relação a atividade biologica investigada e, embora 
estudos mais aprofundados sejam necessários, os resultados apresentados e as 
considerações que deles puderam ser derivadas permitem concluir que
• a cit^metna de fluxo e um metodo experimental que pode ser utilizado para se
investigar a ação de substâncias puras ou complexas como extratos, por exemplo 
sobre a transformação blastica de linfocitos humanos obtidos de sangue 
penferico,
• a citometna de fluxo mostrou-se util, tambem, para estudos de proliferação dessa
população,
• alcalóides indolicos exercem efeitos distintos sobre linfocitos humanos, os quais
parecem estar relacionados com a sua estrutura química,
• extratos preparados de plantas medicinais agem de forma vanada sobre a
transformação e proliferação de linfocitos humanos, podendo ser estimulantes, 
inibidores ou mesmo se mostrarem desprovidos de ação,
• o extrato de camomila demonstrou ser estimulante da proliferação de linfocitos,
corroborando com relatos anteriores,
• os extratos de ginseng brasileiro e de escada-de-macaco mostraram-se eficientes em
promover a proliferação de hnfocitos, ação esta pela primeira vez descrita,
• os extratos de agoniada e cipo-suma inibiram a proliferação de linfocitos humanos,
provavelmente pela sua toxicidade,
• o extrato de pau-pra-tudo mibiu a proliferação de linfocitos humanos por atuar,
provavelmente, sobre os mecanismos de % -*< 'ular 
Alguns resultados apresentados nesta dissertação amda não foram descritos e 
constituem uma base nca de dados científicos referentes as atividades farmacológicas de
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plantas usadas na medicina tradicional que pode servir como fonte preliminar de 
informações para investigações futuras
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L Ju n iiLu a  p iuputea  ( L ) Moinch Compositae (Asteraceae)
Leia com atençao antes de usar o produto 
MEDICAMENTO FITOTERAPICO TRADICIONAL
APRESENTAÇAO Embalagem com 2 blisters contendo 15 capsulas cada 
USO ADULTO
COMPOSIÇÃO Cada cap^uia contem em media
Exrrato seco de equmacea 250mg
Excipiente (lactose) q s p 500mg
CONCENTRAÇÃO DOS PRINCÍPIOS ATIVOS
0 extrato esta padromzaao em 4% de fenois totais
Cada capsula contem lOmg de fenois totais (acido cafeico calculado como acido clorogemco)
NOMENCLATURA BOTANICA OFICIAL
/ üiinutea purpurea ( L ) Moench Compositae (Asteraceae)
PARTE UTILIZADA DA PLANTA
Raiz
1NFORMAÇOES AO PACIENTE
IMUNNAL extrato seco úe equmacea e um fitoterapico indicado no tratamento e prevenção de 
mtecçoes respiratórias virais tais como gripes e resinados
Este medicamento deve ser guardado ao abrigo da luz do calor e da umidade Nestas condiçoes 
o medicamento se mantera proprio para o consumo respeitando o prazo de validade indicado na 
embalagem
0 prazo de w liHade do produto e de 24 meses a partir da data de fabricaçao _
Nao tome medicamento com o prazo de validade vencido pode ser perigoso a sua saude 
liirorme seu medico a ocorrência de gravidez na vigência do tratamento ou apos o seu termino 
Intormar ao medico se esta amamentando
Siga a onentaçao do seu medico respeitando sempre os horários as doses e a duraçao ao 
tratamento
Não interromper o tratamento sem o conhecimento do seu medico
IMUNNAL e um estimulante do sistema imunologico Por isso nao deve ser usado por longos
períodos sem mdicaçao medica
Recomenda se que seu uso nao ultrapasse oito semanas consecutivas
Ha relatos de que o uso aa Ldunuctu  pm puieu  por um período superior a 8 semanas pode
ocasionar hepatotoxiciadae
Informe seu medico o aparecimento de reações aesagraoaveis As reações < dversas com o uso de 
extrato seco de equmacea sao brandas e raras Contudo pode ocorrer gosto desagradavel na 
boca náuseas e vomnos ardência na faringe dor abdominal diarreia desconforto na garganta ou 
ao engolir sialorreia (aumento anormal do fluxo salivar) vertigens cefale>a
TODO MEDICAMENTO DEVERA SER MANTIDO FORA DO ALCANCE DAS CRIANÇAS
A Fthunicea pu tpu tei pode interferir com drugas imunossupressoras (corticosteroides e 
nclosporma) Desta forma o uso concomitante devera ser realizado somente com orientaçao e 
supervisão medica
Inrorme seu medico soore qualquer medicamento que esteja usando antes do inicio ou durante 
o tratamento
O uso da Ld u n iu ta  p u ioiutu  deve ser evitado por pacientes portadores de AIDS tuberculose 
em casos de doenças autoimunes e colagenoses 
Nao deve ser utilizado durante a gravidez e a lactação
NAO TOME REMEDIÜ SEM 0 CONHECIMENTO 00 SEU MEDICO PODE SER PERIGOSO A SAUDE
INFORMAÇAO TÉCNICA
Composição titoquimica
A U iu iu iLtu  p iupui tu possui a seguinte composição fitoquimica 
Polissacarideos loiu alto peso molecular heteroxihna arabmogalactano equinacma O metil 
gluLoiojrabinoxiijn (polissacarideo I) arabinoramnogalactan (polissacarideo II) inulma (5 8%) 
Derivados do acido cafeico acidos fenolicos (tenois totais audos clorogemco e equinacosideo 
0 5 1 0% cinarma acido clorogemco acido químico acido cafeoil tartarico glicosideo cafeoil 
verbascosideo Alquilainidas cerca de 20 derivados de isobutilamma de acidos graxos de cadeia 
plana (de C11 C1b) qinnaceina neoerculina asanshool acido chicorico (0 04%) Flavonoides 
rutma rutosideo (0 48 0 38%) Oleos essenciais (0 b%) humuleno borneol burml acetato 
germacreno D cirionleno Alcalóides (saturados tipo pirolizidina) isotussilagma e tussilagma 
0 00b% Outros constituintes beiama(carotenoides) resmas (1 9%) acidos graxos (oleico 
In leico cerotmico p íiminco) ntosterois poliacetilenos glicosideos do acido químico sais 
minerais achinolona açucares reduzidos (glicose Trutose outras pentoses)
MODO DEAÇAO
A farmacologia do extrato seco de equmacea encontra se muito bem estudada e possui diversos 
mecanismos de açao envolvidos Os estuoos realizados comprovam seu uso tradicional no 
tratamento de infecções respiratórias e cutaneas demonstrando atividade imunologica 
antimriamatoria e antiviral principalmente Açao imunoestimulante e imunomoduladora A açao 
imunoesiimulante e dada por diferentes mecanismos A fraçao polissacandea da equmacea estimula 
os macrofagos aumentando a atividade de fagocitose e a produção de fator de necrose tumoral
h -  iuu a u puiiaauta ücwã
pouca açao estimulante soore os Imfocitos estes ligam se aos receptores de supertiue dos lin 
T estimulando a produção de mterreron e outras citocinas (interleucmas) Isto resulta em aL 
da replicaçao das células T ativaçao dos macrofagos das ligações antigeno/anticorpo e ac 
do numero de neutrotilos circulantes Os oerivaaos do acido careico e as alquilamidas 
como estimulantes adicionais da fagocuose aumentando a capacidade tagocitica ai 
lisossomas e a explosão respiratória importantes para a destruição de bactérias O acido cioru 
e um potente inibidor aa via classica do comp'emento mas nao possui influencia na via alter 
sugerindo que a inibição seia na fase inicial aa sua ativaçao A mulina estimula a via alterna 
complemento tendo varios eteitos secundanos soore o sistema fagocmco A via alternam 
causar a fixaçao de complemento em substancias ^stranhas ao organismo como a cap 
bactérias alem de liberar substancias que estimulam a migraçao de leucocitos para area 
haja mfecçao Os efeitos aa inulma sobre a via alternativa do complemento sao causados j. 
estimulo a síntese de properdma aumentando seus níveis sencos A properdina e um dos 
da imunidade nao especifica do organismo Alem de ativar o complemento na presença de ani 
bacterianos e estimular a imunidade humoral a properdma participa também dos proces 
lise bacteriana Como conclusão de varios estudos o extrato seco de equmacea po 
considerado um estimulante mespecifico da imunidade celular e do sistema fagocitano
INDICAÇÕES
Terapia adjuvante e profilaxia de infecções recorrentes do trato respiratório superior (gripe cl 
CONTRA INDICAÇÕES
O extrato seco de equmacea nao deve ser usaao durante a gravidez e lactaçao pois nao c 
mformaçoes sobre a tarmacocmetica e a passagem ae substancias pelo leite materno ou o 
da administração de EdunuLta  purpurtu  nessas condiçoes 
Pessoas com hipersensibilidade a equmacea ou aos seus componentes 
Colagenoses e outras doenças autoimunes como a Ldu m uta  purpurtu causa um e 
generalizado das funções do sistema imunologico a maioria aos auto .s  concorda que 
recomendável sua admmistraçao a pacientes com doenças autoimunes pois pode agrava 
condições
AIDS (Sindrome da Imunodeficiência adquirida) a Ldunactu  purpurtu causa aumc 
liberaçao de mterleucinas e tator de necrose tumoral que aumentam a replicaçao do vírus n 
isso e possível que sua administraçao na AIDS venha a causar mais malefícios que beneti 
que leva a maioria dos autores a contra indica la em mfecçao por HIV 
Tuberculose devido ao seu estimulo imunologico
PRECAUÇÕES E ADVERTÊNCIAS
Seguir a posologia recomendada
Em caso de hipersensibilidade ao produto descontinuar o uso
Usar cuidadosamente em portadores de Diabetes Mellitus pois a equmacea e muito rica em gli
podendo alterar a glicemia
0 extrato seco de equmacea e estimulante do sistema imunologico Por isso nao deve ser 
por longos períodos sem indicaçao medica Recomenda se que seu uso nao ultrapasse oito Sc 
consecutivas
INTERAÇÕES MEDICAMENTOSAS
A Eüm uiLea purpurea pode interferir com drogas imunossupressoras (corticosterc 
ciclosporina) Desta forma o uso concomitante devera ser realizado somente com orien 
supervisão medica
REAÇÕES ADVERSAS/EFEITOS COLATtRAIS
As reações adversas com o uso de extrato seco de equmacea sao brandas e raras Contuac 
ocorrer gosto desagradavel na boca nauseas e vomitos ardência na faringe dor abdominal g 
desconforto na garganta ou ao engolir sialorreia (aumento anormal do fluxo salivar) ver 
cefaleia
POSOLOGIA
Ingerir 1 capsula contendo 250mg de extrato seco padronizado de equmacea a 4% ae 
totais 3a 4 vezes ao dia
SUPERDOSAGEM
A superdosagem por Ed im utta  purpurea por via oral nao foi relatada em humanos 
muito altas podem produzir nauseas vomitos e sialorreia Em caso de superdosagem 
lavagem gastrica Caso hajam nauseas e vomitos devera ser usada metoclorpramida > 
intramuscular
PACIENTES IDOSOS
Não existem recomendações especificas para o emprego de IMUNNAL em pacientes idos
CUIDADOS DE CONSERVAÇÃO
Manter ao abrigo da luz do calor e da umidade 
Lote data de fabricaçao e validade vide embalagem
VENDA SEM PRESCRIÇÃO MEDICA
HERBARIUM LABORATORY BOTÂNICO LTOA
Av Santos Dumont 1111 Colombo PR CNPJ 78 950 011/0001 20 Indusirid Brasileira 
Farmacêutica resp Dra Anny M M Trentim CRF PR 4081 
MS 1 18600008 
ATENDIMENTO AO CONSUMIDOR 0800 723 8383
13717 01/04
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